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IDENTIFICACAO DE LINHAGENS DE CANDIDA SP. E PERFIL DE
SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS CONVENCIONAIS E DE ORIGEM
VEGETAL

BARROS, Renata Priscila Costa; CATAO, Raissa Mayer Ramalho

RESUMO

Alguns fungos e leveduras, principalmente do género Candida habitam naturalmente a
microbiota humana, sendo encontradas na pele, mucosas, trato gastrointestinal e genital. As
leveduras, em especial, sdo fungos oportunistas responsaveis por grande parte das infecgdes
fangicas nos seres humanos. Por serem oportunistas capazes de provocar grande variedade de
doencas, algumas das quais, invasivas, podem ser importantes causas de morbimortalidade em
todo 0 mundo, representando aproximadamente 30% de mortalidade. Ha relatos de resisténcia
de algumas espécies de Candida aos antifingicos comerciais disponiveis, como Candida
glabrata e Candida krusei que apresentam resisténcia intrinseca ao fluconazol e Candida
lusitaniae sendo relatado com resisténcia & anfotericina B. Esses relatos de resisténcia vém
aumentando nas Ultimas décadas e, no futuro, essa resisténcia pode dificultar ou mesmo
impossibilitar os tratamentos das infeccdes fingicas. Levando-se em consideracdo a gravidade
das infec¢bes fangicas, este estudo teve por objetivo identificar fenotipicamente linhagens de
Candida, avaliar o perfil de suscetibilidade destas cepas frente a antifingico sintético
(nistatina) e a produtos vegetais, e avaliar a interacdo entre os antifingicos sintéticos e a um
produto vegetal. Das 24 cepas estudadas, foram identificadas fenotipicamente utilizando-se o
meio cromogénico CHROMagar™ Candida em: C. albicans (1), C. tropicalis (6), C. krusei
(14) e Candida sp. (3), constatou-se, portanto uma prevaléncia de candidas ndo albicans. A
utilizacdo do meio de cultura cromogénico, CHROMagar™ Candida mostrou eficécia para
identificacdo réapida, presuntiva, de varias espécies do género Candida. Dos produtos vegetais
testados, a tintura de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) se mostrou ativo para
95,83% das cepas utilizadas, apresentando-se inativo apenas para uma cepa de C. krusei,
sendo escolhida para a realizacdo do estudo de interacdo com o antifungico sintético. A
concentracdo inibitdria minima (CIM) da tintura de barbatim&o variou de 100% a 12,5% em
funcdo das espécies fangicas testadas, sendo respectivamente de 100%, 25% e 12,5% para C.
tropicalis. C. albicans e C. krusei. Em relacdo aos efeitos de interacdo, observou-se que a
CIM da tintura de barbatiméo interagiu sinergicamente com a nistatina frente as linhagens de
C. albicans e C. krusei, ndo mostrando, sinergismo ou antagonismo para C.tropicalis.
Observou-se também que a tintura de barbatimdo além de possuir atividade antifungica foi
capaz de potencializar in vitro a atividade da nistatina em algumas linhagens. Estes resultados
permitem a continuidade de novos estudos visando ndo sO a elucidacdo dos mecanismos de
acao dessa atividade, como também a realizacdo de estudos in vivo, para que este produto
possa ser utilizado, futuramente, no tratamento de infecges fangicas causadas pelo género
Candida.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras, Candida, Resisténcia.



IDENTIFICATION OF CANDIDA SP. STRAINS AND PROFILE OF SENSITIVITY
TO CONVENTIONAL ANTIFUNGAL AND FROM VEGETABLE ORIGIN

BARROS, Renata Priscila Costa; CATAO, Raissa Mayer Ramalho

ABSTRACT

Some fungi and yeast, principally of the Candida genre naturally inhabit human
microbiota, it's found on the skin, mucosa, gastrointestinal and genital tract. The yeast,
especially, are opportunist fungi responsible for large part of the fungi infections on human
beings. For they are opportunists capable of provoking great variety of diseases, some of
them invasive, can be important reasons of morbimortality all over the world, representing
approximately 30% of mortality. There are reports of resistance of some species of the
Candida to the antifungal that are commercially available, like the Candida glabrata and
Candida krusei that present intrinsic resistance to the fluconazole and Candida lusitaniae that
IS reported as resistant to amphotericin B. Those reports of resistence has increased in the last
decades and, in the future, this resistance can hamper or even make the treatment to fungi
infections impossible. Considering the gravity of the fungi infections the purpose of this study
was to identify strains' lineages of Candida, evaluate the susceptibility profile of these strains
in front of synthetic antifungal (Nystatin) and vegetable products, as well as evaluate the
interaction between the synthetic antifungal and a vegetable product. Twenty-four strains
were studied and these were the ones identified by the CHROMagar™ Candida as C.
albicans (1), C. tropicalis (6), C. krusei (14) e Candida sp. (3) predominating Candida non
albicans. The use of chromogenic culture medium, CHROMagar Candida ™, showed
efficacy for quick identification, presumptive, of several species of the genus Candida. From
the vegetable products that were tested, the dye of Stryphnodendron adstringens presented
active to almost every strain utilized, only one strain of C. krusei presented resistant to this
vegetable product, being the chosen one to interaction study with synthetic antifungal. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of the genus dye 100% to ranged from 12.5%
infuction of the fungal species tested being respectively of to 100%, 25% and 12.5% for C.
tropicalis, C. albicans, and C. krusei. In relaction. In relation to the effects of interaction, it
was observed that the MIC of barbatiman dye interacted synergistically with nystatin against
the strains of C. albicans and C. krusei, not showing, however, synergism or antagonism to C.
tropicalis. We also observed that the genus dye besides having antifungal activity was able to
potentiate in vitro activity of nystatin in some lineages. These results allow the continuity of
new studies aimed at not only the elucidation of mechanisms of action of this activity, as well
as in vivo studies, so that this product can be used in future to treat fungal infections caused by
Candida genre.

KEYWORDS: Yeast, Candida, Resistance.
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1 INTRODUGCAO

Alguns fungos e leveduras, principalmente do género Candida, habitam naturalmente
a microbiota humana, sendo encontradas na pele, mucosas, trato gastrointestinal e genital.
Todavia, em algumas situa¢fes podem causar candidiase ou candidose em diversas partes do
corpo humano, como por exemplo, em pessoas com doengas crénicas ou com quadro de
imunodeficiéncia (MUELLER; BETTENAY; SHIPSTONE, 2002; MORETTI et al., 2004;
SIDRIM; ROCHA, 2004b; GARCIA et al., 2007).

As leveduras sdo fungos oportunistas responsaveis por grande parte das infeccoes
fangicas nos seres humanos. Nas ultimas décadas houve um aumento de infecgdes causadas
por estes micro-organismos, sobretudo em doentes imunosuprimidos. Por serem oportunistas
capazes de provocar grande variedade de doencgas, estas, quando invasivas, sdo importantes
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, representando aproximadamente 30%
de mortalidade (NOGUEIRA, 2012).

Segundo Carvalho et al. (2001), infec¢Bes fangicas no trato urinario tem se tornado
mais comum e crescido consideravelmente, ocasionadas por contaminacdo, colonizacdo ou
infecgdo, agregadas a fatores de risco como anormalidades no trato urinario, prematuridade,
doencas subjacentes, tais como o diabetes mellitus, dentre outros.

Dentre as espécies fungicas relacionadas com manifestacdes clinicas, a Candida
albicans se apresenta como a mais importante. Esta espécie é a mais frequentemente isolada
do trato urinario, sendo a causa de aproximadamente 70% dos casos clinicos, seguido por
Candida tropicalis, Candida glabatra, Candida krusei, Candida dubliniensis (COLOMBO E
GUIMARAES, 2006; MIMICA, et al. 2009; RODRIGUES; MEZZARI; FUENTEFRIA,
2011).

E notavel a importancia clinica das infeccdes flingicas ndo apenas pela grande
quantidade de casos que tem sido relatado, mas por sua dificuldade de estabelecer diagnostico
rapido e preciso. Sabe-se que a terapéutica antifingica e o diagnostico precoce sdo cruciais
para o tratamento eficaz (RUBACK, 2009).

A principal metodologia de identificagdo do género Candida tem-se baseado em
técnicas laboratoriais padronizadas, como o meétodo de identificagdo cromogénico para as
espéecies mais prevalentes de Candida sp. destacando-se, pela simplicidade, sensibilidade e
especificidade (CROCCO, et al., 2004; RUBACK, 2009).
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Segundo Pfaller (2012), o tratamento de candidemias é feito com antiflngicos
sisttmicos como: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e equinocandinas.
Dentre esses antiflngicos citados, os azolicos sdo os mais utilizados, principalmente em razéo
de sua menor toxicidade, quando comparados a anfotericina B, e do baixo custo, quando
comparados as equinocandinas.

H& relatos de resisténcia intrinseca ao fluconazol de algumas espécies da levedura
como C. glabrata e C. krusei e C. lusitaniae sendo relatado com resisténcia a anfotericina B.
Esses relatos de resisténcia vém aumentando nas Ultimas décadas e pode dificultar ou
impossibilitar os tratamentos das infecgdes fungicas (NOGUEIRA, 2012; PFALLER, 2012).

Considerando o grau de seriedade das infec¢des fangicas causadas por candida e por
se tratar de infecgOes emergentes, € de extrema necessidade estudos que isolem e identifiquem
esses microorganismos a fim de observar os tipos mais frequentes e testar sua sensibilidade a
antifungicos convencionais, bem como a extratos vegetais explorando novos caminhos para
tratamento dessas infecgdes. E importante também avaliar a interagdo que pode ocorrer entre
os medicamentos convencionais, por exemplo, fluconazol e nistatina, e 0s extratos vegetais

que passar a apresentar atividade antifungica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Identificar leveduras por meio cromogénico e determinar o perfil de

sensibilidade frente a antifungicos convencionais e a produtos vegetais.

2.2 Objetivos Especificos
e ldentificar fenotipicamente cepas de Candida utilizando o meio de cultura
seletivo-diferencial, CRHOMagar™ Candida;
e Determinar o perfil de sensibilidade de linhagens de Candida sp. a produtos
vegetais
e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do produto ativo de
escolha frente as cepas de candida de referéncia.

e Auvaliar o efeito interativo entre o antifngico sintético e produto vegetal.

13



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas gerais do género Candida

As leveduras do género Candida sdo classificadas taxonomicamente como
pertencentes ao Reino Fungi, Phylum Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem
Saccharomycetales e  Familia ~ Saccharomycetaceae = (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).

Microbiologicamente trata-se de uma levedura, Gram positiva, dimorfica, saprofita,
com viruléncia limitada, desenvolvendo-se melhor em pH acido (ROSA; RUMEL, 2004).
Possuem células geralmente esféricas, ovais ou cilindricas, e a reprodugdo assexuada ocorre
por brotamento. No brotamento hd a formacdo de uma nova célula formada como uma
pequena protuberancia da célula antiga, entdo quando o broto aumenta de tamanho ele se
separa (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Pode se apresentar na forma de micélio
e hifa, mantendo-se geralmente a morfologia de hifas e mostrando a caracteristica de
pseudomicélio em certos ambientes nutricionais (SERRACARBASSA; DOTTO, 2003).

As leveduras do género Candida estdo vastamente distribuidas na natureza e sdo tidas
como agentes oportunistas de infecgdes enddgenas. Possuem habitat bastante amplo, vivendo
como saprofitas ou parasitas na espécie humana e em varios animais, sejam eles domésticos
ou selvagens (SIDRIM; ROCHA, 2004b).

Estdo presentes na microbiota normal da superficie da pele e da mucosa do homem
desde o nascimento, mas em determinadas situacdes, as leveduras do género Candida podem
ser responsaveis por uma variedade de quadros clinicos, desde infec¢cbes superficiais de
mucosas até infeccBes sistémicas quando fatores de risco estdo presentes no hospedeiro
humano (SIDRIM, 2004; OLIVEIRA, et al., 2006a).

O género Candida é composto por cerca de 200 espécies, e aproximadamente 10
apresentam importancia médica sendo responsaveis por infeccdes no homem causadoras de
micoses superficiais ou invasivas, entre elas destacam-se C. albicans, C. tropicalis, C. krusei,
C. parapsilosis, C. kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis (GROSSI et. al.,
2000; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001; SILVA; CRISTINADIAS;
NALDYFEBRE, 2002).

Essas leveduras dispdem tanto a capacidade fermentativa quanto assimilativa, podendo
crescer em uma gama de substratos organicos. Em condi¢es in vitro, pode ser obtida a partir
de seu crescimento em meios de cultura sélidos ou liquidos. A grande maioria das leveduras
patogénicas do género Candida cresce perfeitamente em cultivos aerdbicos, mas também
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podem crescer em elevadas concentragdes de gas carbonico atmosférico e em meios pobres ou
ricos de nutrientes, com pH de 2,5 — 7,5 e temperatura entre 20°C e 38°C (GOMPERTZ, et
al., 2004; CASTRO, 2006).

A identificacdo das espécies de Candida sp. € fundamentada primariamente em
critérios morfoldgicos e fisioldgicos, incluindo a diferenciacdo por padrdes de assimilacéo e
fermentacgdo de carboidratos e atividades enzimaticas especificas (RESENDE, 2002).

3.2 Caracteristicas das Candidiases

3.2.1 Patogenicidade

Boa parte dos fungos que estdo presentes sobre nossa pele e mucosas, assim como 0s
que sdo inalados, ndo produz nenhum dano se nossas barreiras naturais de defesa estiverem
integras, isto é, os fungos e leveduras podem colonizar os tecidos dos seres vivos e animais
sem causar prejuizo, numa relacdo de comensalismo (SIDRIM; ROCHA, 2004a).

Existem fatores intrinsecos e extrinsecos que modulam a defesa do hospedeiro, e que
em determinadas situacdes, como procedimentos médicos invasivos, doencas e medicamentos
que comprometam o sistema imune, podem permitir aos fungos, bem como a outros micro-
organismos, provocar lesdes em varios 6rgaos. Assim, em sua maioria, os fungos apresentam
desde um poder infectante quase nulo até uma viruléncia bastante acentuada (GOMES et. al.,
2010).

Os relatos de infeccBes causadas por Candida sdo descritos desde os tempos de
Hipdcrates que chegou a delinear a doenca obsevando pacientes debilitados
(SERRACARBASSA; DOTTO, 2003).

Embora seja antiga a apresentacdo de infec¢bes por Candida, as infec¢bes invasivas
eram insignificantes até meados do século XX. No entanto, nos Gltimos 20 anos, houve um
aumento drastico na incidéncia de infec¢des sistémicas, principalmente, em pacientes
neutropénicos, prematuros e internados em Unidade de Terapia Intensiva, UTI (NUCCI;
COLOMBO, 2002; SILVA; CRISTINADIAS; NALDYFEBRE, 2002; TAPIA, et. al., 2003).

Por muito tempo, foi acreditado que apenas a C. albicans era capaz de causar doenca
no homem. Mas hoje, se sabe que uma grande diversidade de espécies é capaz, em condi¢bes
especiais do hospedeiro, de causar diferentes quadro clinicos (SIDRIM; ROCHA, 2004a;
VIDOTTO, 2004).
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A C. albicans é a espécie de maior frequéncia e importancia clinica, representando
cerca de 50% dos casos de candidiases invasiva, sendo considerada a mais virulenta do
género, seguida por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. lusitaniae. As
especies C. guilliermondii, e C. kefyr também estdo associadas a diferentes processos
patologicos. A espécie C. dubliniensis, pode ser encontrada com frequéncia em pacientes
soropositivos e portadores de Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS). Novas
espécies continuam a ser associada a infecgdes humanas, nos mostrando a enorme capacidade
do fungo de produzir infeccdo humana se as condicdes clinicas forem adequadas (RESENDE,
2002; PINTO, 2003; FOCACCIA, VERONESI, 2005; HSUEH, et al., 2009, AFONSO, et
al., 2010).

A C. albicans se destaca na clinica com sua maior patogenicidade, quando comparada
as outras espécies, por possuir maior capacidade de aderéncia as células epiteliais e outras
superficies (PIRES et. al., 2001). Outro fator ligado a sua aptidao de causar infeccdo pode ser
sua alta diversidade genética (SANGEORZAN; BRADLEY, 1994). Além de tudo, esta
espécie € capaz de formar tudo germinativo, propiciando um aumento de sua competéncia
invasiva as células do hospedeiro (KIMURA; PEARSAL, 1980). Esta espécie é produtora de
numerosas enzimas, entre elas fosfolipase, lipase, fosfomonoesterase, hexosaminidases e pelo
menos trés proteinases asparticas (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992). Estas enzimas
favorecem sua implantagdo no tecido e amostras com atividade fosfolipdsica aumentada
aderem-se mais fortemente as ceélulas epiteliais bucais, aumentando sua patogenicidade
(BARRET-BEE et. al., 1985).

O género Candida produz uma gama de fatores de viruléncia, mas as proteinases e
lipases se destacam por contribuirem para a invasdo do hospedeiro. Para o desenvolvimento
das infeccdes € preciso a combinacdo de fatores de viruléncia com fatores ligados ao
hospedeiro e ao micro-organismo. Provavelmente, as infeccdes sdo desencadeadas devido a
modificacbes na defesa do hospedeiro que irdo alterar o equilibrio do binémio
parasito/hospedeiro. Se por um lado as infec¢cdes de pele e mucosas séo devidas a mudancas
de hidratacdo da pele, no pH, nas concentracdes de nutrientes, alteracdes da microbiota da
pele e mucosas, dentre outras alteragcdes, por outro lado, as cadidiases sistémicas estdo
associadas a uma imunossupressdo do hospedeiro, ligada ao sistema fagocitario, acometendo
pacientes internados em unidades de tratamento e/ou pacientes submetidos a
antibioticoterapia de amplo espectro (SIDRIM; ROCHA, 2004a).
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O poder de patogenicidade das leveduras estd ligado a vérias caracteristicas,
destacando-se entre elas, espécies com capacidade de crescer a 37°C, que sdo potencialmente
patogénicas para o homem; formacdo de hifas e pseudo-hifas, estruturas filamentosas, com
mais de 20 um de comprimento, particularidade de algumas espécies Candida sp.,
representando um obstaculo a fagocitose, o principal meio de defesa do organismo contra esse
tipo de infecgéo; producdo de metabolitos de Candida sp., que podem vir a desencadear
manifestacdes alérgicas do tipo imediato ou tardio. Nas infec¢des graves, nas quais ha grande
quantidade de levedura, a ampla quantidade antigénica do microorganismo pode ser associada
como causa da depressdo da imunidade celular. Assim, a imunossupressdo criada permite o
desenvolvimento da infeccdo e a manutencédo de sua evolugdo de forma cronica (SIDRIM,
ROCHA, 2004a; OLIVEIRA, 2006a).

A disseminacdo e invasdo de micro-organismos do género Candida se correlaciona
com os fatores predisponentes do paciente para o desenvolvimento de candidiase invasiva
profunda. Tais fatores podem ser divididos em cinco tipos:

1. Mecanicos, com traumas que incluem abrasao e ferimentos profundos;

2. Nutricionais, com avitaminoses, deficiéncia de ferro e desnutri¢do generalizada;

3. Alteracdes fisiologicas: extremos de idade, gravidez e disturbios hormonais;

4. Doengas de base: diabetes mellitus, endocrinopatias, leucemias e estado de

imunodeficiéncia intrinseca;

5. latrogénicos: procedimentos invasivos como cateteres, intubacBes, nutricdo
parenteral e sondas ou procedimentos medicamentosos como € o caso de
corticosteroides, agentes imunossupressores, antibidticos antibacterianos,
contraceptivos orais, quimioterapias e radioterapias; (PIROFSKI; CASADEVALL
2002; PINTO, 2003).

3.2.2 Manifestac@es Clinicas

As espécies de Candida sp. quando lesionam o tecido, causam infec¢cGes com prurido
intenso e eritema local. Geralmente, as mucosas infectadas apresentam placas branco
cremosas, as lesoes superficiais placas cremosas esbranquigcadas e descamativas sobre fundo
eritematoso (ZAITZ, 1995).

Quando h& achado laboratorial de fungos leveduriformes no exame direto de urina,
presenca de pseudo-hifas e crescimento de fungo no cultivo da urina € definido como

candiduria. N&o necessariamente sdo verificados sinais e sintomas de infeccdo urinaria no
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individuo, podendo ser apenas uma simples contaminacdo no procedimento de coleta da
urina. Mas ha a possibilidade desse achado laboratorial representar doengas como: cistite,
uretrite, pielonefrite, candidiase renal, bola flangica, ureteropélvica ou até candidiase
disseminada com manifestacéo renal (RODRIGUES; MEZZARI; FUENTEFRIA, 2011).

Segundo Sidrim; Rocha (2004a), por possuir grande diversidade de quadros clinicos as
manifestacdes clinicas da candidiase pode ser divida em trés grandes grupos: Candidiase
cutaneo-mucosa; Candidiase sistémica ou visceral e Candidiase alérgica.

A candidiase cutaneo-mucosa € caracterizada como causada pela microbiota normal
que se torna patogénica devido a uma alteracdo da resisténcia imunoldgica do hospedeiro,
acometendo a pele, unhas e mucosas orofaringeas e genitais. Dentre elas estdo presentes a
candidiase intertriginosa, onicomise, candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite e
candidiase cutaneo-mucosa cronica (SIDRIM; ROCHA 2004a). Na candidiase cutaneo-
mucosa a epiderme é invadida, produzindo lesGes de dermatite vesiculosa nas pregas
cutaneas. Inicialmente, as lesfes sdo vesiculas e pustulas de conteido branco leitoso, as quais
confluem, estouram e originam superficies de cor vermelha viva, Umidas e com sensacgdo
acentuada de ardor e prurido (ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990).

A candidiase sistémica ou visceral é uma infeccdo nosocomial bastante seria, sendo
particularmente grave em pacientes imunocomprometidos que sejam neutropénicos. E uma
manifestacdo grave da Candida sp. caracterizada pela disseminacéo para outros 6rgaos pela
via hematogénica, de uma infeccdo antes localizada, ou ainda, teve uma origem exogena
como disseminacdo, como na infusdo de liquidos contaminados, em queimaduras, feridas e
cateterismo. Possui manifestacBes clinicas varidvel, e em geral, ndo especifica, podendo
encontrar quadros com sintomatologia cardiaca, digestiva, respiratdria, hepatica, renal, etc.
Registra-se febre, hipocalcemia, colapso, coma e até a morte. As lesbes cutdneas da
candidiase disseminada apresentam-se com maculas, papulas e nodulos, podendo ser
eritematoso ou com aspecto hemorragico (ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990; SIDRIM,;
ROCHA, 2004a).

A candidiase alérgica possui quadros diversificados, na qual é possivel observar desde
lesGes cutaneas do tipo vesiculosas a lesGes eczematdides estéreis encontradas, sobretudos nos
espacos interdigitais das maos e em outras partes do corpo que desaparecem com a resolucao
da infeccdo por Candida sp. (SIDRIM; ROCHA, 2004a).
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3.2.3 Epidemiologia

H& certa escassez de estudos brasileiros sobre candidemia. Um dos primeiros estudos
multicéntrico no Brasil foi realizado por Colombo e colaboradores (1999). Tal estudo envolve
145 casos de candidemia em seis hospitais-escola de atendimento terciario do Rio de Janeiro e
Sdo Paulo, entre os anos de 1995 e 1996. Revelou a C.albicans responsavel por 37% dos
episodios de candidemia, seguida por C.parapsilosis (25%), C.tropicalis (24%), C.rugosa
(5%) e C.glabrata (4%). Constatou-se ainda que embora C.albicans tenha sido a espécie mais
comum, houve um predominio (63,4%) de espécies de Candida nédo albicans.

Em 2003, num estudo prospectivo realizado Godoy et al., durante um periodo de 12
meses entre 0s anos de 1999 e 2000, envolvendo cinco hospitais terciarios de quatro paises
latino-americanos, C.albicans foi responsavel por 41,7% dos casos de candidemia, seguida de
C. tropicalis (24,2%), C.parapsilosis (21,3%) e C.glabrata (7,7%). As espécies de Candida
ndo-albicans representaram aproximadamente 60% das infecgdes.

Colombo e et al. (2006), realizaram outro estudo em onze centros médicos de nove
grandes cidades brasileiras num periodo entre 2003 e 2004. Encontraram 712 casos de
candidiase, sendo a espécie mais comum a C.ablicans (40,9%), seguida de infeccdes por C.
tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%). Nado se sabe o motivo do surgimento de
infecgBes por Candida ndo albicans, mas é sabido que a C. tropicalis estd associada com o
cancer e a neutropenia, e que a C.parapsilosis esta associada com a utilizacdo de catéteres
vasculares e nutricdo parenteral. Ainda foi constatado nesse estudo que o género Candida foi
0 quarto patégeno mais isolado de culturas positivas de sangue.

Ribeiro e colaboradores (2009) realizaram um estudo com 50 individuos que
apresentavam evidéncia clinica de candidiase bucal, destes 28 foram positivos para 0 género
Candida, sendo que 47,5% de Candida albicans e 52,5% de espécies nao albicnas. Das
espécies ndo albicans foram identificadas 7 cepas de Rodothoruls rubra, 4 de C. stellatoidea,
3 de C. glabrata, 2 C. tropicalis, 2 C. krusei, 1 C. guilliermondii e duas amostras sugestivas
de C. dubliniensis.

A importancia de marcadores epidemioldgicos estd em poder explicar a origem das
infeccbes por Candida sp., ajudando na prevencdo, diagndstico e tratamento, principalmente
em pacientes imunodeprimidos. Dentre os marcadores mais empregados para a biotipagem
destacam-se a resposta as toxinas Killer, a morfotipagem, a sorotipagem e a cariotipagem
(GOMPERTZ, 2004).
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3.2.4 Tratamento

Nos anos 80, fatores como incremento de diagndstico, aumento das septicemias por
leveduras, uso de procedimentos terapéuticos e/ou cirdrgicos invasivos ou até mesmo o
surgimento de novas doencas imunossupressoras como a AIDS, pressionou a industria
farmacéutica a buscar novas alternativas de farmacos para o tratamento de infeccfes fungicas
(ALVEZ; LOPES; CURY, 1999; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004b).

Pelo fato dos fungos e seus hospedeiros humanos serem eucariotos, hd em razao disso
varias substancias com propriedades antifungicas que causam acdes deletérias inespecificas,
podendo acarretar uma série de efeitos colaterais a terapia. Ainda por esta razdo, ha uma
reducdo consideravel do arsenal terapéutico antifingico disponivel, em particular para o
tratamento de micoses profundas, cujo tratamento exige administracdo sisttmica de drogas
antiflngicas, as quais apresentam alta toxicidade seletiva. A eficacia terapéutica antifingica
depende diretamente de precocidade do diagnéstico, assim como do estado imunoldgico do
paciente (LACAZ et al., 2002; PINTO, 2003; RIBEIRO, et al., 2004; SIDRIM; ROCHA,
2004b).

Inicialmente, a terapia antifungica era pouco efetiva e ndo especifica, sendo o iodeto de
potéssio o primeiro composto utilizado em 1903, e até hoje ainda desempenha importante
papel dentro da micologia. Em 1939, surgiu a griseofulvina, mas sé foi utilizada em 1958
apo6s comprovacdo de sua eficacia no tratamento de dermatofitose em animais de laboratério e
até hoje € o farmaco de escolha no tratamento desta micose, uma vez que nao atua em fungos
leveduriformes (SIDRIM; ROCHA, 2004b).

No inicio da década de 50 surgiu os derivados poliénicos, destacando-se a nistatina
como opcdo terapéutica para infecgdes por Candida sp. e permanecendo em uso até hoje. Em
1956 surgiu a anfotericina B, causando grande avango no tratamento de micoses sistémicas.
Na mesma época foi descoberta atividade antimicética de um derivado pirimidinico,
denominado flucitocina, que ampliou o arsenal terapéutico das micoses profundas. Mas, o
grande impulso nesta area foi a descoberta da propriedade antifingica do benzimidazol, de
onde surgiram os derivados imidazolicos: miconazol (1967), clotrimazol (1969), econazol
(1975), isoconazol (1979), ticonazol (1979), cetoconazol (1981), oxiconazol (1986) etc., e
com outras descobertas houve o surgimento dos triazélicos, representados pelo fluconazol
(1990), itraconazol (1992), voriconazol (2002) entre outros (SIDRIM; ROCHA, 2004b).

Destaca-se nos triazélicos a vantagem de possuirem poucos efeitos deletérios no

hospedeiro além de apresentarem propriedades farmacocinéticas mais favoraveis produzindo
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uma terapia mais segura e eficaz. Surgiu ainda na década de 90 os derivados morfolinicos, as
alilaminas, as equinocandinas, ampliando as opg¢des terapéuticas em micoses (SIDRIM;
ROCHA, 2004b).

3.2.5 Mecanismo de acéo

Primariamente, 0 mecanismo de acdo dos polienos se dar através da ligagdo aos esterdis
de membrana, preferencialmente ao ergosterol, resultando na formacdo de poros na
membrana, levando a perda de nutrientes que induzird a morte da célula fangica (BATISTA,
BIRMAN; CURY, 1999; RESENDE, 2002; PINTO, 2003).

O mecanismo de acéo dos derivados azdlicos é baseado na interferéncia da biossintese
do ergosterol, o esterol presente em maior quantidade na membrana fungica. A acdo desses
farmacos ocorre através da inibi¢do da enzima 14a-demetilase (14DM), uma enzima da
citocromo P450, importante na rota de biossintese do ergosterol. Os azois ligados ao sitio da
14DM, competem com o substrato pela ligagdo. Este mecanismo levard a uma alteragdo da
permeabilidade, ocorrendo assim uma inibicdo do crescimento do fungo (BATISTA, 1999;
RESENDE, 2002; PINTO, 2003; ZARDO; MEZZARI, 2004).

3.2.6 Resisténcia fungica

Resisténcia a um micro-organismo é classificado quando ha persisténcia da infeccéo
mesmo a concentracdo da droga sendo maxima no sitio de acdo da infec¢do (RIBEIRO, et al.,
2004).

O grande numero de antimicéticos lancados no mercado nos Ultimos anos ainda
encontra-se em desvantagem quando comparados aos antibacterianos. A resisténcia aos
antifangicos tem sido um grande desafio para a clinica, principalmente frente a grande
dificuldade observada no tratamento de micose em alguns pacientes (BATISTA; BIRMAN;
CURY, 1999; COLOMBO et. al., 2002; GODQY et. al., 2003).

Tem se tornado frequente o isolamento de cepas de leveduras com suscetibilidade
diminuida ou resisténcia aos antifungicos. Esta resisténcia observada tanto in vitro quanto in
vivo. In vivo pode acontecer devido a baixa concentracdo da droga que chega ao sitio de agéo,
devido a interagdo com outros medicamentos ou a imunossupressdo do paciente. Enquanto a
resisténcia in vitro pode ser do tipo secundaria, onde as cepas susceptiveis se transformam em
resistentes ao farmaco devido ao contato prévio com o antifingico. Assim, resisténcia ao

farmaco depende da interagdo entre o hospedeiro, o farmaco e o fungo, e principalmente o
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fatores do paciente sdo determinantes para o surgimento da resisténcia (ZARDO; MEZZARI,
2004).

Quando ha presenca de mutacGes no gene ERG 11, ha a probabilidade de ocasionar
resisténcia em cepas de Candida sp. as drogas azdlicas. Essa mutacdo € resultado de uma
reducdo da afinidade da enzima 14a-demetilase (14DM) ao medicamento, desta forma, ocorre
uma diminuigdo da sua reserva no meio intracelular levando a inativagdo. Uma vez que ocorre
0 acumulo de esterol metilado, considerado inibidor do crescimento, e deplecdo do ergosterol,
resulta na inibicdo da 14DM. As alteracbes na biossintese do esterol evitam a retencdo do
inibidor do crescimento e resulta e resisténcia a droga (RIBEIRO, et al., 2004; ZARDO;
MEZZARI 2004).

A reducdo do acumulo intracelular de azo6is pode diminuir devido a falta da droga em
decorréncia a niveis baixos de ergosterol ou a uma possivel diminuicdo da relacdo entre
phosphatidyl-choline phosphatidylethanolamine na membrana plasmatica, que ocasionara
mudangas na fungdo da membrana. O principal mecanismo de resisténcia é o0 mecanismo de
efluxo ativo da droga. A baixa regulacdo dos genes que codificam as bombas de efluxo
culmina em drogas resistentes (LUPETT]I, et al., 2002).

A ocorréncia de resisténcia como os efeitos tdxicos das drogas antifingicas tem sido
relatada como as principais causas de falhas terapéuticas e a maior dificuldade para o
tratamento das infecgbes flngicas nos Gltimos anos (RESENDE, 2002). E impreterivel o
conhecimento de resisténcia cruzada entre antifungicos para que ndo ocorra 0 emprego de
terapia associada de duas drogas do mesmo grupo quimico ou a substituicdo, em caso de
resisténcia de um antifingico por outro que também sofrera 0 mesmo mecanismo de
resisténcia (RIBEIRO, et al., 2004).

C. albicans é uma espécie naturalmente sensivel a todas as drogas antifingicas de uso
sistémico, mas ja tem sido relatados casos de resisténcia adquirida a azolicos em pacientes
que fizeram uso prolongado destes medicamentos. Resisténcia a anfotericina B é rara (SILVA
et al., 2002).

3.3 Atividade antifungica de produtos vegetais

Pesquisas que se fundamentam na busca por novos medicamentos a partir de plantas
ou no melhoramento de fitoterapicos ja existentes vém se destacando e reassumindo um papel
importante nos ultimos anos. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) afirma que 65 a 80%

da populacéo de paises em desenvolvimento utilizam plantas como terapia alternativa. Nessa
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perspectiva, paises desenvolvidos estdo produzindo medicamentos provenientes de produtos
naturais, cerca de 30% de sua producéo total de medicamentos (SIXEL; PECINALLI, 2002;
NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; CALIXTO, 2005).

Na busca por novos medicamentos de origem vegetal utiliza-se como estratégia a
anélise dos efeitos farmacoldgicos de extratos vegetais. Vegetais ricos em taninos,
flavonoides e polifendis estdo entre os extratos e 6leos essenciais mais testados para avaliacdo
de atividade antimicrobiana (REIS, 2006). Por possuir a maior biodiversidade do planeta,
composto por seis biomas distintos, o Brasil é o pais com maior potencial para pesquisa com
plantas medicinais (NOLDIN; ISAIAS; CECHINEL FILHO, 2006).

Os Oleos essenciais € uma das classes de compostos isolados de plantas que
apresentam atividade antimicrobiana, sendo reconhecidos por apresentarem atividade contra
uma grande diversidade de microorganismos, incluindo espécies resistentes a antibioticos e
antifungicos (BERTINI et al, 2005).

Os extratos vegetais sdo preparacdes liquidas sélidas ou intermediarias obtidas de
matérias primas vegetais e preparadas por percolacdo, maceragdo ou outro método adequado e
validado, e utiliza-se como solvente o etanol, &gua ou outro solvente adequado (BRASIL,
2009).

As tinturas sdo solucdes extrativas alcodlicas ou hidroalcodlicas também preparadas a
partir de matérias primas vegetais, mas podem ser obtidas como extratos preparados com
etanol, misturas hidroalcoolicas em vérias concentracdes, éter ou misturas destes, de maneira
gue uma parte da droga extraida seja extraida com mais de duas partes, mas menos de dez
partes de liquido extrator, ou seja, 10 mL de tintura devem corresponder aos componentes
soluveis de 1g de droga seca (BRASIL, 2010).

Para definicdo se determinado extrato de uma planta possui atividade antimicrobiana
existe uma grande variedade de técnicas de screening, desde as mais simples até as mais
sofisticadas, que acabam se tornando indisponiveis em varios laboratérios. Mas poucos séo 0s
estudos que relatam qual o melhor método de screening a ser utilizado de acordo com o tipo
de extrato a ser testado (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).

Uma vez que esses métodos possuem diferentes fundamentos, ou seja, ndo sao
baseados no mesmo principio, os resultados obtidos serdo influenciados ndo apenas Pelo
método escolhido, mas também pelos micro-organismos utilizados para realizar o teste e pelo
grau de solubilidade de cada teste (VANDENBERGHE; VLIETINCK, 1991).
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Os principais métodos de screening microbioldgicos para determinacdo da atividade
antimicrobiana sdo classificados e divididos em trés grupos: Bioautograficos, difusdo e
diluido (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).

Estudos de diluicdo sdo aqueles no qual a substancia a ser testada sdo adicionadas a
um meio de cultura liquido, que fora inoculado previamente como microorganismo teste.
Apos incubacdo, o crescimento do microorganismo é determinado visualmente, utilizando
substancia reveladora, ou através de turbidimetria pelo uso de espectrofotdbmetro em
comprimento de onda apropriado (VANDENBERGHE; VLIETINCK, 1991).

Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser graduado.
Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser testa em um meio de cultura sélido
previamente inoculado com o micro-organismo teste. A partir da difusdo ird ocorrer a
formacdo de um halo de inibicdo, no qual ndo ha crescimento do micro-organismo
(VANDENBERGHE; VLIETINCK, 1991).

Os ensaios bioautograficos sdo aqueles que fazem uso de placas de cromatografia de
camada fina (CCF). Os compostos, uma vez isolados por CCF, sdo colocados por contato em
placas de Agar previamente inoculados com o micro-organismo teste. A formacéo de halos de
inibicdo indica a presenca de substancias antimicrobianas (RIOS; RECIO; VILLAR, 1998).

3.3.1 Tintura de Barbatiméo

Popularmente conhecida como barbatimdo, Stryphnodendron adstringens (Mar.), é
uma planta medicinal comumente encontrada no cerrado brasileiro que possui um grande
valor terapéutico comprovado cientificamente (REBECCA et al., 2002; SOARES et al., 2008;
COSTA etal., 2010).

Seu uso tem sido relatado no tratamento da gonorréia, leucorréia, hérnia, Ulceras,
maléria, afeccGes hepaticas, feridas hemorrégicas, queimaduras, diarreias, gastrite
reumatismo, problemas renais, dores de garganta, hemorroidas e conjuntivite. O barbatiméo é
amplamente utilizado como antisséptico, anti-inflamatorio, hemostatico, antiedematogénico,
antioxidante, antidiabético, adstringente, antihipertensivo, analgésico, cicatrizante e
antimicrobiano (SOUZA et al., 2003; SANCHES et al., 2007; FONSECA e LIBRANDI,
2008; SOARES et al, 2008, FERREIRA et al., 2010; LUCENA; MENDES;
BRANDEBURGO, 2009).

O barbatimdo além de tanino abundante em sua casca possui também alcalGides,

amidos, flavonoides, pro-antocianidinas, matérias resinosas, mucilaginosas, corantes e
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saponinas. Dentre as propriedades dos taninos, trés se destacam e sdo as responsaveis pela
maior parte das atividades farmacoldgicas da planta: a formagdo de complexos com ions
metalicos, a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e a habilidade de formar
complexos com outras moléculas tais como proteinas e polissacarideos (SANTOS et al.,
2002; FONSECA; LIBRANDI, 2008; SOARES et al., 2008).

A acdo antiflngica do extrato do barbatimao contra C. albicans, foi comprovada no
estudo de Ishida et al., (2006), em experimento com C. albicans isoladas de secrecdo vaginal
na qual uma subfracdo do barbatimao inibiu o desenvolvimento dos fatores de viruléncia do
fungo.

Espindola; Paula; Silva (2008), verificaram que o extrato de barbatim&o extraido por
maceracao com diluicdo em hexano, na concentracdo de 20 mg/ml, possui um determinado
potencial antifingico frente a exposicdo a Trichophyton rubrum e C.albicans. Concluindo
que o extrato induziu apenas a inbicdo de T. rubrum e ineficaz para inibicdo de C. albicans.

Tendo em vista que o extrato de barbatimdo € bastante utilizado no tratamento de
candidiase vulvovaginal, Costa et al. (2002), fizeram um estudo a fim de avaliar a toxicidade
e mutagenicidade desde ativo em dez ratos, tratando-os por via oral com 500, 1000, 2000,
3000, 4000 e 5000 mg/kg da fracdo de proantocianidinas da casca e do caule do barbatiméo.
No qual foi observado que nenhuma das doses administradas aos ratos apresentou qualquer
efeito genotéxico, mas uma atividade antimutagénica foi observada na dose de 750 mg/kg

apresentando diminuicdo no numero de micronucleos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aquisicao das cepas

Foram utilizadas neste estudo, 24 cepas de leveduras, dentre estas, 23 foram
provenientes da cole¢cdo do Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual da
Paraiba — UEPB e uma cepa de Candida tropicalis, ATCC 1369.

4.2 Aquisicédo dos Produtos Vegetais

Foram utilizados 25 produtos vegetais sendo 10 extratos, 9 tinturas e 6 6leos essenciais
(figura 1) que se encontravam disponiveis no laboratério de microbiologia da UEPB. As
tinturas (Tabela 1) e os 6leos essenciais (Tabela 2) foram adquiridos pela Farméacia Escola da
UEPB, cujos laudos encontram-se em anexo. Os extratos (Tabela 3) foram produzidos no
laboratério de Fitoquimica da UEPB de acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010) e disponibilizados para uso na concentragdo de 2mg/mL. No processo de obtencdo do
extrato etandlico de embiratanha utilizou-se banho de Ultrassom (Ultrasonic 14402, por 1h em
60°C) possibilitando a obtencéo de outras substancias (VIEGAS, 2010).

Figura 1: Percentual dos produtos vegetais testados

(6)
24% (9)
36% |
u Tintura
| M Extratos
(10) | Oleos essenciais
40%
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Tabela 1: Nomenclatura, parte vegetal e regido das plantas utilizadas na preparacdo das

tinturas vegetais analisados

TINTURAS
HIDROACOOLICAS [20%]

NOMENCLATURA

CIENTIFICA

Erythrina velutina

Eucalyptus sp.

Arnica Montana L.

Thyja occidentalis L.

Maytenus ilicifolia
Mart.

Calendula officinalis

L.

Echinacea purpurea

Stryphnodendron

adstringens

Matricaria

chamomilla L.

POPULAR

Mulugu,
canivete, corticeira, corticeira-
do-banhado e eritrina.

Eucalipto

Arnica

Thuia, tuia - vulgar

Espinheira — santa, espinheira
— divina, maiteno, salvavidas,
sombra-de-touro, erva-
cancerosa, congorca.

Caléndula, margarida

Echinacea purpUrea

Barbatimé&o, barbatimao-
verdadeiro, barba-de-timdo,
casca-da-virgindade
Camomila-vulgar, comila,

camomila-alemd, camomilha

REGIAO
ENCONTRADA

Mata Atlantica e

Cerrado brasileiro

Originaria da Australia,
disseminada por todo o
Brasil

Regides temperadas da
America do Norte
ocidental

Nordeste dos Estados
Unidos da América e
sudeste do Canada
Mata atlantica do

Brasil

Regido Mediterranea
da Europa, cultivada
por todo o Brasil
Regido leste da
América do Norte

Cerrado brasileiro

Originaria da Europa e

América do Norte

PARTE DA
PLANTA
UTILIZADA

Cortex seco

Folha seca

Capitulos

florais

Folhas e

ramos jovens

Secos

Folha seca

Capitulos

florais

Planta inteira

Cortex seco

Capituos

florais
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Tabela 2: Nomenclatura, parte vegetal e regido das plantas utilizadas na preparacao dos 6leos

vegetais analisados

OLEOS ESSENCIAIS

[100%0]

NOMENCLATURA

CIENTIFICA
Cybopogon winterianus
Jowitt

Zingiber officinale
Melaleuca alternifolia
Lavandula angustifélia

Citrus aurantium

Cymbopogon citratus

POPULAR

Citronela

Gengibre, mangarataia

Melaleuca

Lavanda

Bergamota

Capim Santo

REGIAO ENCONTRADA

Europa, Africa, Asia,
Australasia, pacifico, America
no Norte e América do Sul
india e China, e espalhada na
regido tropical do mundo
Nativa da Australia

Canarias, Norte e oeste da
Africa, sul da Europa e no
Mediterraneo, Arabia e india
Limita-se a costa da provincia de
Calébria, na Italia. Também
cultivada na Argentina e Brasil
Originaria da India, mas cultiva
em diversas regides tropicais,

inclusive no Brasil
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Tabela 3: Nomenclatura, parte vegetal e regido das plantas utilizadas na preparagdo dos

extratos vegetais analisados

EXTRATOS
VEGETAIS [2mg/ml]

NOMENCLATURA

CIENTIFICA

Guapira opposita
Vell.

Croton campestris
Pilosocereus
pachycladus
Acanthospermum
hispidum DC.
Pseudobombax
marginatum®
Pseudobombax
marginatum?
Pseudobombax
marginatum®

Amburana cearensis?

Amburana cearensis®

Amburana cearensis”

POPULAR

Maria-mole, louro-
branco, jodo-mole,
fruta-de-pombo
Velame

Facheiro, facheiro azul
ou mandacaru de facho

Espinho de cigano

Embiratanha

Embiratanha

Embiratanha

Ambaurana, amburana,

amburana de cheiro.

Ambaurana, amburana,

amburana de cheiro.

Ambalrana, amburana,

amburana de cheiro,

REGIAO
ENCONTRADA

Amazonia, cerrado,

caatinga e mata atlantica

Caatinga, mata de altitude

Caatinga

Vérias regides do Brasil

Caatinga

Caatinga

Caatinga

Cerrado, caatinga,
floresta estacional
semidecidual, floresta
ombrofila densa
Cerrado, caatinga,
floresta estacional
semidecidual

Cerrado, caatinga,

PARTE DA
PLANTA
UTILIZADA

Casca

Partes aéreas

Caule

Raiz

Casca

Casca

Casca

Casca

Casca

Casca

Legenda: 1 - Extraido etanolico; 2 —Extrato obtido com Acetona; 3 — Extrato metanolico; 4 — Extrato etandlico

com banho de Ultrassom.
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4.3 ldentificacdo das leveduras

A identificacdo destas cepas foi realizada a partir do cultivo em um meio seletivo,
utilizado rotineiramente para diferenciacdo e identificacdo presuntiva das espéecies de
leveduras mais frequentemente encontradas em amostras clinicas humanas.

O CHROMagar™ Candida (Difco) conta com a inclusdo de substratos cromogeénicos
no meio, 0 que permite que colonias de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem cores
diferentes, permitindo assim a deteccdo direta destas espéecies de leveduras na placa de
isolamento. As coldnias de C. albicans aparecem com uma cor verde-claro a verde médio, as
de C. tropicalis aparecem azuis esverdeadas a azul metalizado e as de C. krusei aparecem rosa
claro com um contorno esbranquicado (Figura 2. Outras espécies de candida poderdo
desenvolver a sua cor natural (creme) ou aparecer cor-de-rosa ou cor de malva claro a escuro
por exemplo, Candida glabrata e outras espécies. Uma vantagem adicional deste meio é a
facil deteccdo de culturas mistas de leveduras devido a apresentacdo das suas coldnias com
cores diferentes (ODDS, 1988; MURRAY et al., 2003).

Figura 2: ldentificacdo presuntiva de linhagens de Candida de acordo com a cor as

caracteristicas coloniais apresentadas no meio CHROMagar™ Candida

A \ J
Y Y )

C. albicans C. tropicalis C. krusei Outras espécies

Fonte: Manual da Difco, 2009.
Os substratos cromogénicos incorporados indicam a presenca das enzimas alvo,

identificando assim a espécie da levedura. Sdo dois cromdgenos que se encontram no meio, 0
X-NAG (5-bromo-4-cloro-3-indolil N acetil B-D-glucosamida), que indica a atividade da
hexosaminidase e o BCIP (5-bromo-6-cloro-3-indolil fosfato p-toluidina), que detecta a
atividade da fosfatase alcalina. As reacles tipicas das enzimas das espécies Candida sdo

demonstradas na tabela 4.
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Tabela 4: Comportamento das coldnias das diferentes espécies de Candida no meio
CHROMagar™ Candida

Enzimas Cromogénica

Espécies X-NAG! BCIP2 Cor das colbnias
Hexosaminidase  Fosfatase Alcalina

C. tropicalis Presente Ausente Azul escuro
C. albicans Presente Ausente Verde
C. krusei Ausente Presente Irregular, tom

réseo-marrom.
Candida sp. Ausente Variavel Bege/ amarelo/

Marrom

Legenda: t* X-NAG (5-bromo-4-cloro-3-indolil N acetil B-D-glucosamida), que indica a atividade da
hexosaminidase; 2 BCIP (5-bromo-6-cloro-3-indolil fosfato p-toluidina), que detecta a atividade da fosfatase

alcalina.

Para cultivo em meio CHROMagar™ Candida as amostras foram na superficie do
meio por estrias. As placas foram incubadas em condi¢des aerdbias, a uma temperatura de 35
+ 2°C e protegidas da exposi¢do a luz, durante 20 a 48h a fim de promover o desenvolvimento
completo da cor das col6nias (ODDS, 1988; BAUTERS; NELIS, 2002; MURRAY et. al.,
2003).

A utilizacdo do CHROMagar™ Candida para a identificacdo direta de C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis foi documentada em diversos estudos como o de Aradjo, et al., (2005),
Col; Savi; Onofre, (2009), Menezes; Cunha; Cunha, (2011). Os resultados de uma avaliacao
recente sobre o desempenho do CHROMagar™ Candida sao referidos por Viana; Carvalho,
2012.

4.4 Determinacdo do perfil de sensibilidade das leveduras frente a produtos vegetais

Os extratos, tinturas e 6leos essenciais foram testados para determinacdo do perfil de
sensibilidade das leveduras através do método de disco-difus&o.

Uma suspensdo das leveduras foi preparada em solugdo salina na escala 0.5
McFarland, utilizando-se swabs estéreis e mergulhados na suspensdo e semeados por toda a
superficie do Agar Mueller-Hinton, permitindo um crescimento uniforme e confluente. Em
seguida, foram adicionados discos de papel filtro estéreis de 6 mm de didmetro, previamente
impregnados com 20 pL de cada produto a ser testado, sendo distribuidos uniformemente
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sobre a superficie do Agar (CLSI, 2010), observando que haja espago para formagdo de
possiveis halos de inibigéo.

Os solventes utilizados na extracdo dos produtos vegetais foram testados para
atividade antimicrobiana, sendo considerados o controle negativo.

Apo6s o semeio e distribuicdo dos discos, as placas foram incubadas por 24-48h a
30°C. (BAUER et al., 1966; CLSI, 2010).

4.5 Determinacdo da CIM da tintura de barbatiméo frente as cepas de referéncia

Dentre os produtos vegetais testados, a tintura de barbatimédo foi escolhida para ser
utilizada no teste de interacdo com antifingico sintético devido a sua atividade antifungica
evidenciada neste estudo.

A determinacdo da CIM da tintura de barbatimao foi realizada pelo método de disco-
difusdo em meio sélido, tomando a concentracdo inicial como equivalente a 100%. A tintura
foi diluida em agua destilada, obtendo-se concentracfes seriadas de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%
e 3,125%, sendo discos estéreis impregnados com 20 pL de cada concentracdo e colocados
sobre a superficie do meio de cultura previamente inoculado com as cepas de referencia. A
CIM foi determinada observando-se a menor diluicdo do produto capaz de inibir o
crescimento microbiano, determinado pela presenga do halo de inibicdo do crescimento. A
leitura foi realizada apds incubacédo por 24-48h a 35°C (FABRY, et al., 1998; CONSENTINO
etal., 1999; ALVES et al., 2000; CATAO, 2007).

4.6 Efeito associativo da tintura de barbatim&do com a nistatina

Foram realizados antibiogramas por disco-difusdo em meio so6lido de acordo com as
recomendacdes do CLSI, 2010. Para os testes de interacdo foram adicionados 20 pL da tintura
de barbatimdo na CIM e na concentracdo inicial nos discos contendo nistatina e em discos
estéreis, a fim de observar comparativamente se a adi¢do do produto causava alguma
alteracdo no tamanho dos halos de inibicdo. Na parte central na placa foi colocado o disco de
nistatina para visualizacdo do perfil de sensibilidade das cepas e a ocorréncia de sinergismo

ou antagonismo frente ao barbatimé&o (Figura 3).
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Figura 3: Esquema do método de disco difusdo para determinacdo de efeito associativo entre

nistatina e a tintura de barbatiméo em diferentes concentracfes

» Disco de Nistatina [100 Ul]

Disco estéril embebido ‘ ° Disco de Nistatina [100 UI] +
com 20 pL da tintura de 20 pL de tintura de
barbatiméo [inicial] @ barbatiméao [inicial]

Disco estéril embebido ‘ ° Disco de Nistatina [100 Ul] +

com 20 pL da tintura de 20 pL de tintura de

barbatiméo na CIM barbatimao na CIM

—» Semeio da levedura

Considera-se efeito interativo quando ha alteracdo do didametro dos halos de inibicao
do disco de nistatina apés a adicdo da tintura de barbatimdo. Considerou-se efeito sinérgico,
aqueles em que o diametro do halo de inibigdo formado pela combinacdo do produto teste e 0
antimicrobiano, apresentou aumento >2 mm quando comparado com o halo de inibigéo
formado pela acéo do antifungico testado isoladamente. Quando acontece do halo de inibi¢do
apresentar-se inferior aquele desenvolvido pela acdo isolada do antifungico considera-se
efeito antagdnico (OLIVEIRA et al., 2006b).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 23 cepas estudadas e que foram identificadas pelo CHROMagar™ Candida
foram identificadas as seguintes espécies: C. albicans (1), C. tropicalis (6), C. krusei (14),
Candida sp. (3), e a C. tropicalis ATCC 1369, constatando-se um predominio de Candida nédo

albicans que pode ser observado na Tabela 5 e Figura 4.

Tabela 5: Identificagdo das candidas pelo CHROMagar™ Candida

INDENTICACAO (cor das coldnias)

Identificagcdo das cepas C. albicans C. tropicalis C. krusei Candida sp.
de Candida (Verde) (Azul) (Rosa) (Indefinida)

X

PR = JENINE, BN NI
XX XXX X

14 X
15 X
16
17
18
LM 01
LM 14
LM 17
LM 32
LM 70 X
LM 190
LM 410
LM 520 X
LM 978
ATCC 1369 X

Total de cepas = 24 (100%) 1 (4,17%) 6 (25%) 14 (58,33%) 3 (12,5%)

X X
X X X X

X XX X
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Figura 4: Identificacdo das espécies de Candida utilizadas neste estudo

16 -
14
14 -

12 A

H Candida albicans
Candida tropicalis
6 1 Candida krusei

L1 Candida sp.

NUmero de cepas identificadas
[00]

2 1

o L

Espécies identificadas de forma presuntiva

Os resultados obtidos mostram que 1 (4,17%) das 24 cepas isoladas, foram
identificadas como C.albicans, apresentando col6nias verdes, enquanto que 6 (25%),
incluindo a cepa ATCC 1369, das amostras foram identificadas como C.tropicalis exibindo
coldnias azul-cobalto em CHROMagar ™ Candida (Figura 5). Ja 14 cepas (58,33%) foram
identificadas como sendo C.krusei, possuindo col6nias réseo e 3 (12,5%) apresentando-se

indefinidas, ndo sendo possivel portanto serem identificadas pelo método utilizado.

Figura 5: Caracteristicas morfologicas das espécies de Candida identificadas pelo
CHROMagar ™ Candida

Legenda: (A) Candida albicans; (B) Candida tropicalis; (C) Candida krusei.
Fonte: Dados da pesquisa
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Esse resultado mostrou, predominancia de espécies ndo albicans, concordando com o
estudo de Ribeiro et al., 2009, que encontraram 47,5% de C. albicans e 52,5% de espécies ndo
albicans na cavidade bucal de individuos com candidose. No estudo de Menezes et al., 2011,
também houve prevaléncia de C. ndo albicans (56,3%) realizado com 295 cepas de Candida
sp. isoladas de amostras bioldgicas de paciente do Ceara. E provavel que uma das explicagdes
responsaveis pelo aumento de espécies ndo albicans esteja relacionado com as mudangas no
perfil epidemioldgico das candidiases humanas, fato este de ocorréncia mundial. (HORN et
al., 2007; LOCKHART et al., 2008; PFALLER et al., 2010).

A utilizacdo do meio cromogeno apresenta uma grande vantagem na identificacéo
rapida e diferencial das diversas cepas. Entretanto sua limitagdo estd no fato de identificar
com precisdo apenas trés das espécies patogénicas de Candida: C. albicans C. tropicalis e C.
krusei (MENEZES; CUNHA; CUNHA, 2011).

Apo6s a identificacdo das candidas, estas foram testadas quanto ao perfil de
sensibilidade frente a produtos vegetais. No tocante aos extratos testados nenhum apresentou
atividade inibitoria frente as cepas de Candida utilizada (Figura 6). Tal resultado pode ser
explicado devido a baixa concentracdo do extrato empregada. Outra provavel explicacdo para
este fato pode estar na difusibilidade no meio de cultura.

Segundo Lima et al. (2013), avaliando a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de
amburana em cinco diferentes concentragdes: 10 %, 7,5 %, 5 %, 2,5 % e 1 % frente as cepas
de Sthapylococcus aureus ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosas ATCC 25923, ndo observaram atividade antibacteriana frente a espécies testadas.
Estes dados corroboram em parte com este estudo onde também néo foi visualizado atividade
antimicrobiana frente as leveduras do género Candida.

Para os demais extratos, ndo foi encontrado na literatura o uso antimicrobiano de
nenhum destes extratos, no entanto foi verificado que sdo usados em sua maioria para
atividade antiinflamatéria como a embiratanha, analgésica, antigripal, asma, como é o caso da
amburana, atividade antiasmatica, vermifuga, expectorante como o espinho de cigano, entre
outras atividades (MORAIS et al., 2005; TORRES et al., 2005; AGRA et al., 2008; CANUTO
et al., 2008; ROSSI et al., 2008; PAULINO et al., 2011).
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Figura 6: Perfil de suscetibilidade das cepas de Candida sp. frente aos extratos vegetais

Legenda: A — Verso da placa. B — Frente da placa. 1. Extrato de Guapira opposita (Maria mole); 2. Extrato de
Croton campestris (Velame); 3. Extrato de Pilosocereus pachycladus (facheiro); 4. Extrato de Acanthospermum
hispidum (espinho de cigano); 5. Extrato de Pseudobombax marginatum (embiratanha) — Extraito Etanolico; 6.
Pseudobombax marginatum (Embiratanha) — Extraido com Acetona; 7. Pseudobombax marginatum
(Embiratanha) — Extrato metanolico; 8. Extrato de Amburana cearensis (amburana) — Extraido com Acetona; 9.
Extrato de Amburana cearensis (amburana) — Extrato etanolico com banho de Ultrassom; 10. Extrato de
Amburana cearensis (amburana) — Extrato metanélico.

Fonte: Dados da pesquisa

Os testes com os 6leos essenciais apresentaram bons resultados de acordo com a tabela
6 e figura 7, dos seis 0Oleos testados 5 (83,3%) apresentaram atividade contra quase todas as
cepas. O 6leo essencial de bergamota ndo apresentou atividade para duas cepas de C.
tropicalis. Entretanto o 6leo essencial de gengibre ndo se mostrou ativo para nenhuma das 24

cepas testadas.
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Tabela 6: Perfil de suscetibilidade das leveduras frente aos 6leos essenciais

OLEOS ESSENCIAIS 110091/ diametro dos halos (mm)

Identificacio Citronela Gengibre Melaleuca Lavanda Bergamota Capim
das cepas(n=24) Santo

1 16 0 10 10 14 12

2 10 0 16 10 18 16

4 18 0 10 10 20 12

5 20 0 20 12 22 20

7 18 0 14 12 18 12

8 18 0 18 12 16 14

10 18 0 16 18 24 16

11 18 0 14 12 16 12

13 18 0 14 10 16 14

14 20 0 14 8 14 14

15 12 0 12 11 14 12

16 16 0 14 14 14 14

17 16 0 16 14 18 16

18 24 0 14 14 24 14

LM 01 22 0 14 12 10 14

LM 14 12 0 14 10 0 12

LM 17 14 0 12 10 0 12

LM 32 14 0 14 10 18 14

LM 70 12 0 14 10 14 14

LM 190 12 0 14 10 16 14

LM 410 37 0 14 10 16 12

LM 520 16 0 14 16 18 12

LM 978 14 0 16 8 18 12
ATCC 1369 26 0 14 14 12 16

Média dos didametros dos 17,54 0 14,25 11,54 15,4 13,35
halos de inibicdo (mm)
N’. (%) de cepas 24 (100) 0 (0) 24 (100) 24 (100) 22 (91,6) 24 (100)

sensiveis

Figura 7: Avaliacdo da atividade antifingica de 6leos essenciais frente a linhagens de

Candida sp.
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O uso de Gleos essenciais para procura de atividade antifungica tem sido relatado da
literatura com frequéncia ha um bom tempo. Bhavanani; Ballow (1992) constataram que foi
estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem atividade
antifangica. Estudos como o de Lima et al., 2006, Oliveira et al., 2006b, Packer e Luz, 2007
destacam a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais bem como a interferéncia destes
com antibidticos e antifingicos sintéticos .

Em estudo sobre a avaliacdo e pesquisa da atividade antimicrobiana de produtos de
origem natural, Packer e Luz, 2007, verificaram que o 6leo de melaleuca apresentou atividade
fungistética frente a Candida albicans ATCC 10231, e foi entre as amostras testadas a que
melhor desempenho apresentou. Concordando com os resultados apresentados neste estudo,
no qual o 6leo de melaleuca também apresentou atividade antifungica para as espécies de
Candida (Figura 8).

Figura 8: Perfil de suscetibilidade das cepas de Candida sp. frente aos 6leos essenciais

Legenda: A — Verso da placa. B — Frente da placa. 1 Oleo essencial de Cymbopogon winterianus (Citronela); 2.
Oleo essencial de Zingiber officinale (Gengibre); 3. Oleo essencial de Melaleuca alternifélia (Melaleuca); 4.
Oleo essencial de Lavandula angustifélia (Melaleuca); 5. Oleo essencial de Citrus aurantium Bergamia
(Bergamota); 6. Oleo essencial de Cymbopogon citratus (Capim Santo).

Fonte: Dados da pesquisa

Embora 83,3% dos 6leos testados tenham mostrado inibicdo do crescimento fangico,
estudos comprovam que alguns fatores inerentes a sua composicdo podem interferir nestes
testes. Outros fatores como o clima, solo, época e também a forma de plantio, adubag&o, uso
de agrotdxicos, irrigagdo, tempo e condi¢ctes ambientais, proveniéncia do material da planta
(fresco ou seco), técnica de extracdo, fonte botanica, tratos culturais e colheita e padrdes de
variacdo geografica (latitude e longitude) vdo contribuir diretamente para alteracdes na

composi¢do quimica dos Oleos, podendo provocar alteragdes na atividade antimicrobiana
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(LAMBERT et al.,, 2001; RASOOLI; MIRMOSTAFA, 2002; AZEVEDO et al., 2002;
OPALCHENOVA; OBRESHKOVA, 2003; BASSOLE et al., 2003; VILJOEN et al., 2005;
FRANCO et al., 2005; OLIVEIRA; DIAS; CAMARA, 2005; TELCI et al., 2006;
POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006; CARVALHO FILHO et al., 2006; ASEKUM;
GRIERSON; AFOLAVAN, 2006; APEL; SOBRAL; HENRIQUES, 2006; SEFIDKON et al.,
2007).

Em estudo realizado por Moon; Wilkinson; Cavanagh, (2006), verificou-se uma
variacdo significante no diametro dos halos de inibicdo de crescimento do dleo essencial de
diferentes amostras de Lavandula angustifolia frente & Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA), Citrobacter
freundii, Proteus vulgaris, Escherichia coli, enterococo resistente a vancomicina (ERV) e
Propionibacterium acnes, comprovando a interferéncia dos fatores climaticos e ambientais,
supracitados, como um dos principais determinantes na acdo antimicrobiana dos 0leos
essenciais.

No tocante as tinturas utilizadas para tracar o perfil de suscetibilidade das leveduras,
apenas a tintura de barbatimdo se mostrou ativa para 23 (95,84%) cepas utilizadas, sendo
apenas uma cepa (4,16%) identificada como C. krusei resistente para este produto vegetal
(Figura 9).

Figura 9: Perfil de suscetibilidade das cepas de Candida sp. frente as tinturas nidroalcéolicas

na concentracao inicial

Legenda: A — Verso da placa. B — Frente da placa. 2. Tintura de Erythrina velutin (Mulugu)); 3. Tintura de
Eucalyptus sp (Eucalipto); 4. Tintura de Arnica Montana L. (Arnica); 5. Tintura de Thuja occidentalis L.
(Thuya); 6. Tintura de Maytenus ilicifolia Mart. (Espinheira); 7. Tintura de Calendula officinalis (Caléndula); 8.
Tintura de Echinacea purplrea (Echinacea); 9. Tintura de Stryphnodendron adstringens (Barbatiméo); 10.
Tintura de Matricaria chamomilla L. (Camomila).

Fonte: Dados da pesquisa
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Varios autores destacaram a atividade antifingica do extrato de barbatimdo (SANTOS
et al., 2009, PINHO et al., 2012, ISHIDA et al., 2006, ESPINDOLA; PAULA,; SILVA, 2008,
PEREIRA et al., 2010), entretanto, foi identificado apenas o estudo de Cavalcanti; Almeida;
Padilha, (2011), com uso da formulacdo de tintura de barbatimdo, tendo em vista que esta
formulacdo se torna mais viédvel e de baixo custo para producéo.

Constatou-se assim que ha relativa escassez na literatura sobre a atividade antifungica
da tintura do barbatimdo assim como sobre a sua possivel interacdo com antifungicos
sintéticos.

Fonseca; Librandi (2008), revelaram as caracteristicas fisico-quimicas e fitoquimicas
da tintura de S. adstringens (barbatimdo), e destacaram a necessidade e importancia de
pesquisas que avaliem também a atividade antimicrobiana de tinturas.

Cavalcanti; Almeida; Padilha, (2011), avaliaram a atividade antifingica do barbatimao
sobre leveduras do género Candida (C. albicans ATCC 289065, C. albicans ATCC 40277, C.
tropicalis ATCC 13803; C. krusei ATCC 40147), constatando que a tintura de barbatiméo
apresentou atividade antifangica apenas para a C. albicans ATCC 40277.

Levando em consideracdo a atividade antifingica da tintura de barbatimédo frente as
cepas analisadas neste estudo, efetuou-se a interacdo desta tintura com a nistatina, frente as
seguintes cepas: C. albicans LM-520, C. tropicalis ATCC 1369 e C. krusei LM 01.

Na determinagdo da CIM da tintura de barbatimdo foram encontrados diferentes
valores, sendo a CIM de 25% para C. albicans , e 12,5% para C. krusei. No entanto, esta

tintura so foi ativo para C. tropicalis na sua concentragéo inicial (Figura 10).

Figura 10: Determinacdo da CIM da tintura de barbatiméo

Legenda: A - C. albicans; B — C. tropicalis e C — C. krusei. Discos estéreis embebidos com 20 pL da tintura de
barbatimdo em diferentes concentracfes (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%).
Fonte: Dados da pesquisa.
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A figura 11 e tabela 7 apresentam os resultados do estudo de interacdo dos discos de
nistatna com a tintura de barbatimdo na concentracdo inicial e na CIM frente as cepas de
referencia, observando-se que para C. albicans o tintura de barbatim&o na concentracéo inicial
associado ao disco de nistatina [100 UI] apresentou halo de inibicdo de crescimento
discretamente maior do que o halo de inibig&o da nistatina quando testado isoladamente. Esta
diferenca de 1mm de didmetro é indicativo de efeito indiferente, ou seja, ndo ocorreu nenhum
efeito interativo.

Ainda para esta cepa, quando se utilizou a tintura de barbatimdo na CIM [25%]
associado ao disco de nistatina [100 Ul], observou-se aumento de 7mm no didmetro do halo
de inibicdo de crescimento sugerindo interferéncia na difusibilidade da nistatina, ou possivel
efeito sinérgico.

Para C. tropicalis quando utilizado a tintura de barbatimdo na sua CIM, sendo esta a
concentracéo inicial do produto, associado ao disco de nistatina [100 Ul], percebe-se que néo
ocorre alteracdo no diametro do halo de inibicdo de crescimento quando comparado ao halo
de inibicdo da nistatina isolada, assim pode conclui-se que para esta espécie a tintura de
barbatiméo nao foi capaz de causar nenhum efeito interativo com a nistatina.

A C. krusei apresentou aumento de 4 mm no diametro do halo de inibicdo de
crescimento quando utilizado a tintura de barbatimdo na CIM [12,5%] associado ao disco de
nistatina [100 UI] comparado ao diametro do halo de inibicdo da nistatina isolada,
evidenciando um possivel efeito interativo sinérgico. Na concentracdo inicial a tintura de
barbatimédo nao causou qualquer influencia.

Tais resultados revelam que a tintura do barbatiméo interage positivamente com a

nistatina, potencializando sua ag&o in vitro.
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Figura 11: Estudo de interacdo por disco difusdo da tintura de barbatimao e a nistatina

Legenda: A — C. albicans, B — C. tropicalis e C — C. krusei. N+Bo, = Disco de Nistatina + 20 pL da tintura de
barbatimdo [100%]; N = Disco de nistatina; N+B,s, = Disco de nistatina + 20 pL da tintura de barbatiméo
[25%]; N+B1, 50, = Disco de nistatina + 20 pL da tintura de barbatiméo [12,5%]; 100% = Disco estéril embebido
com 20 pL da tintura de barbatiméo [100%]; 25% = Disco estéril embebido com 20 pL da tintura de barbatiméo
[25%];12,5% = Disco estéril embebido com 20 pL da tintura de barbatimo [12,5%].

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 7: Interacdo da tintura de barbatimdo com a nistatina, tamanho dos halos de inibicédo
formados

Produtos testados [concentracdes]
Barbatimdo  Nistatina Nistatina  Barbatimdo  Nistatina

Espécieis [inicial] [100 UI] + [100 UI] [CIM] [100 UI] +
barbatimé&o barbatiméo
[inicial] [CIM]

Diametro dos halos (mm)

C. albicans 12 24 23 10 30
C. tropicalis 10 24 24 10 24
C. krusei 14 26 26 12 30
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo in vitro, conclui-se que:

e A utilizagdo do meio cromogénico 0 CHROMagar™ Candida se mostrou
eficaz para identificacdo presuntiva rapida e diferencial do género Candida.

e Os extratos testados ndo apresentaram atividade antifingica frente as
leveduras do género Candida testadas, enquanto que os 6leos essenciais, por
outro lado, apresentaram-se ativos frente a maioria destas cepas.

¢ Dentre as tinturas, apenas a de barbatimao apresentou atividade antiflngica.

e A CIM da tintura de barbatimdo quando associada a nistatina apresentou efeito
interativo sinérgico quando testado frente C. albicans e C. krusei. Porém, foi
indiferente frente a C. tropicalis.

Almeja-se que o presente estudo possa contribuir impulsionando novas pesquisas que
visem a elucidacdo dos mecanismos que medeiam a atividade antifingica de produtos
vegetais ativos, dentre eles, da tintura de barbatimao e que possam também averiguar sua acdo
in vivo para que no futuro este produto possa ser uma alternativa terapéutica no tratamento de

infeccOes flngicas causadas pelo género Candida.
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ANEXO 1: Laudo técnico da tintura de Arnica

CERTIFICADO DE ANALISE

Codigo do Produto:

B0
TINTURA ARNICA Nota Fiscal:
Nome Comercial 6 Bfotlifd: ARNICAE ;
Nome CientifBRASIL S
Procedéncia: 1172013 -
Data de Fabricagiot1/2018 : £ A
Data de Validade: 7067 = (339) ELY MARTINS®
Ntimero de Lote do Fabricante: Sua farmécia mais completa
Emissao:17/04/2014 ¢ S
s Autorizagao de
v f Funcionamenio
Extrato vegetal S M.S.1.04.882-1

Materia-prima us
Nao destinada ao 1
MATERIA-PRIMA
DESCRICAO

Nome popular
Nomenclatura botanica
Familia botanica
Parte utilizada
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Arnica

Arnica montana (Linnaeus)
Compositae (Asteraceae)
Capitulos florais

a1 Ae €A aa s ae

Lote 3

Analise 3

EXTRATO

DESCRICAO =
Forma farmaceutica Tintura

Solucao extrativa Etanol 70sGL

Operacao extrativa . Percolacao simples

cada 10,00mL de Tintura de Arnica, devem corresponder &acs componentes
soluveis de 2,00g da materia-prima SeCa.

ANALISE QUALITATIVA

ANALISES ESPECIFICACOES RESULTADOS
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Liguido de coxr castanho-amarelada, de odor agradavel ligeiramente
aromatico e com sabor amargo € ardente.

Relacao Droga:Extrato: 1:5 (20, 00%p/V)

Aspecto Ligquido Liguido

Cox Castanho—amarelado Castanho-a.

Odor Aromatico. suave Aromatico s
Agradavel Agradavel

Saboxr Amargo Amargo
Ardente Ardente

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

DH ) 5,00 a 7,00

Densidade aparente 0,870 a 0,980g/mL 0,870g/mL

PROSPECCAC FITOQUIMICA

Flavonoides (Quercetina) Presenca Presenca

Alcaloides Presenca Presenca

Olec essencial Presenca Presenca

Compostos fenolicos (CCD}

aAcido cafeico Rf corresponde Corresponde

Rutina Rf corresponde Corresponde

Acido clorogenico RF corresponde Corresponde

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60sGL a 70sGL Corresponde

Residuo seco 1,00% a 6,00%m/V

. il
. Pagina 1 de 2
Thais Cardoso Pimenta

g Marco Auréfd M. di -
Farmacéutica Responsavel L.C.Q Quimicr Respo nz;;;'sa Ely AR. Martins
CRF: SP 65.673 c

Farmacéulica Responsave! Técni
: 04235302 CRF- S‘;’ o7 el Tecnica




CERTIFICADO DE ANALISE ss:2-

Cédige do Produto: TINTURA ARNICA : .
g TINCTURA ARNICAE Nota Fiscat:
Nome ComerBRRE3 Produto: ;
Nome Cientifico: 11/2013
Procedéncia: 11/2018 5 X
Data de Fabricagio: 7067 - . = (339) 3
Data de Validade: ELY MARTINS®
Enlgmeox dd V6% ddFabricante: Sua farmécia mais completa
PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGIEES%’ gﬁﬁﬁ;ﬁ;ﬁ
Contagem total de: é; M.S.1.04.882-1
Bacterias aerobias VMP 1020 FC/mL Ausencia
Fungos vMP - T20 C/mL Ausencia
Leveduras VMP 1.000UFC/mL Ausencia

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas

CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO .

Em recipientes de vidro neuto, ambar, bem fechados, ao abrigo do calor
e da luz (158C a 258C) .

NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem €
aceitavel, desde que, a composicao do extrato vegetal nao sofra
alteracoes signifivativas (F.B.V. Parte I, pagina 205)

REFERENCIAS .

Farmacopeia Brasileira gquinta edicac: Parte I :(5.2.5); (5.2.12);
(52,171 (5:2.89); (9-4.1.0)7 (5:04..2.2.2); (5.5.3-1:3) €
(5.5.-3.1.8)%

Farmacopeia Brasileira gquinta edicao. Parte II, pagina 646 (Droga)
Farmacopeia Homeopatica Brasiliera, terceira edicai. paginas
166/167168 e pagina 56 (10.1.1.2).

Farmacopeia Brasileira primeira edicao, pagina 900

Instrucao Normativa numero 5 (5)

CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as especificacoes
das referencias citadas ((PRODUTO APROVADO)

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL
CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONE ORME ESPECIFICACAO DE COCMPRA
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ANEXO 2: Laudo técnico da Tintura de Barbatiméo

/ : CERTIFICADO DE ANALISE

TBAR 61925

Cédigo do Produfto: Nota Fiscal: %

: TINTURA BARBATIMAO o,
Nome Comercial 4g RESF#% STRYPHNODENDRON BARB S
Nome Cientificen s 11,
Procedéncia: 07/2014 EWL
Data de Fabricacdoy /2019 : s ®
Data de Validade: 103 L ELY MARTINS

Ntmero de Lote do Fabricante: Suz farmécia mais completa

; = Autorizacao de

= SRR neg 014

EmMissz0: C‘6/u8/4u_ = Funcionamento
’M.S.1.04.882-1

Extrato vegetal (Ti
Materia-prima usada COTC

Nzo destinada ao isolamento 3 i 5 DEres:
MATERIA-PRIMA

DESCRICAO .

Nome popular : Barbatimao

Nomenclatura botanica : Stryphnodendron barbatimam (Martius)
Familia botanica : Fabaceae

Parte utilizada : Cortex seco

Lote : 0b4

Analise < 100413/02

EXTRATO

DESCRICAO

Forma farmaceutica : Tintura

Relacao Droga:Extrato : 1:5 (20, 00%p/V)

Solucao extrativa : Etanol 70sGL

Operacao extrativa : Percolacao simples

Cada 10, 00mL de Tintura de Barbatimao, devem corresponder ao0s
componente scluveis de 2,00g da materia-prima seca.

ANALISE QUALITATIVA ESPECIFICACOES RESULTADOS
CARACTERISTICAS ORGANOLEPT ICAS

Liguido vermelho—pardo—€scuro, ou Vermelho-morango, quando diluido em
agua. De odor nac particular e com sabor adstringente.

Aspecto Ligquido-limpido Liquido—-limpido

Coxr Vermelho—-pardo-—- Vermelho—pardo-—
escura . escura

Cor (diluido em agua) Vermelho-morango Vermelho-morandgo

Odor . Nao definido Nao definidc

Sabor Adstringente Adstringente

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

PH 5350 26550 5,40

Densidade 0,870 a 0,980g/mL 0,901g/mL

PROSPECCAQO FITOQUIMICA

Taninos Presenca Presenca

Flavonoides Presenca Presencd

Alcaloides Presenca Presenca

Saponinas Presenca Presenca

Resinas Presenca Presenca

Antraquinonas Presenca Presenca

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60sGL a 708GL Corresponde

Residuo seco 1,00% a 6,00%p/V 2,58%p/V
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Farmacéutica Responsével L.C.G Farmacéutica Responséave! Técnic
CRF: SP 65.673 CRF: SP 974

58



CERTIFICADO DE .
Cédigo do Produto: e s o

TINTURA BARBATIMAC

Nome Comercial 4o Rrofiyt sTRYPHNODENDRON BARB
Nome Cientifi

Piie danc: SRasIL
ocedencias: . - g7/2014
Data de Fabricagdog /5019
Data de Validade: i

Nimero de Lote do Fabricante: L e

Emissao:06/08/2014 ;
PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGI
Contagem total de:

Bacterias aerobias VMP 10.06*@6%45 Ausencia
Fungos VMP 1.000UFC/mL Ausencia
Leveduras VMP ‘1.000UFC/mL Ausencia

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria. -

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO. Em frascos de vidro neutro, ambar.
hermeticamente fechados, ao abrigo do calor e da iuz (152C a 258C).
NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem e
aceitavel, desde que, a composicao do extrato vegetal, nao sofra
modificacoes significativas.(F.B.V. Parte I pagina 205).

REFERENCIAS §

Farmacopeia Brasileira, quinta edicao, pParte I, (5.2.5); (5. 22T
(5.2.17.3) % (5.2:39)% (5.4.0.1); (5:4:3:2:2); (5530 =27 (5.5.3.1-9)
Farmacopeia Brasileira, quarta edicao, Parte II (176).

Farmacopeia Brasileira, primeira edicaoc, paginas 117 e 902.-
Farmacopeia Homeopatica Brasileira, terceira edicao, (10.1.1.2)pag 56.
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento. Simoes, C.M.O. et al, paginas
319 e 643.

CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas. (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL.

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAC DE COMPRA

Pagina 2 de 2

/égﬁ@ﬁ»/

Thais Cardoso Pimenta i
Farmacéutica Responsavel L.C.Q Fannacéft!y A;?’Responsmam'nsl Técnice
CRF: SP 65.673 ’?RF' SP stve i
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ANEXO 3: Laudo técnico da Tintura de Calendula
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CERTIFICADO DE ANALISE X

46ﬁgodoPumum:TCAL NMaFECM'61925
: TINTURA CALENDULA

:"me Comercial dg RFOgf: CALENDULA OFFICINALIS

ome Clentifigg; 511,

Procedéncia: 06/2014

Data de Fabﬁca?écés{zais; B

Data de Validade: -ges S oy

Nimero de Lote do Fabricante: : -
Emissao:06/08/2014 Y
Bacterias aerobias vMP l“.DGO;g Y mL AU d ;:eﬁgﬁﬁ;
Fungos vMP 1.0000[-‘% EEI et
Leveduras VMP 1.000T

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO. Em frascos de vidro neutro, ambar,
hermeticamente fechados, ao abrigo do calor e da luz. (152C a 252C) .
NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem €

aceitavel, desde que, 2 composicao do extrato vegetal, nao sofra

e ces sig:ificativas.(?.a.v. Darte I, Tagina 205).

RE as

Farmacopela rrance

Farmacopeia Homeop ca Brasileira, terceira €GLCTE0, czgiza 138 =
¢10.1,1.2), pagina § >
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento, Simoes, C.M.O. et =41, guiiice

edicao, pagina 316.

Farmacopeia Brasileira, guinta edicao, parte Tii{5.
(5,2.17.3) 5 (5:2009)q (5.4.1.1); (5-4%L.37; 5 -2:3%
(SE S LD

Farmacopeia Brasileira quinta edicao, parte II, pagina 712.

Formulario Fitoterapico, pagina 72.

CONCLUSAO. Os resultados analiticos corxrrespondem com as referencias

citadas (PRODUTO APROVADO]} .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL.

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAO DE COMPRA

2w
2=

Thais Cardoso Pimenta

Pagina 2 de 2 ( %yé

Ely AR. Martins
Farmacéutice Responsave! L.C.Q Farmacéutica Responsével Técnica
CRF: SP 65.673 CRF: SP 974
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ANEXO 4: Laudo técnico da Tintura de Camomila

Pl
; TCAM
* Codigo do Produto:
‘ TINTURA CAMOMILA
) Nome ComercigidaRroduioATRICARIAE
Nome CientifigeT1,
Procedéncia: 09/2013
Data de Fabricag@ey 2018
Data de Validade: 7053
Nimero de Lote do Fabricante:
Smissao:21/10/2013

ANALISE 092013/01
Extrato vegetal (Tintura)
Materia—-prima usada como intermediaria.

CERTIFICADO DEANALISE___

D i

Nota Fiscal:

i

EVL

ELY MARTINS ®
Sua farmécia mais completa

(339

Autorizacdo de
Funcionamento
M.S.1.04.882-1

Nao destinada ao isolamento de substancias puras.

VMATERIA-PRIMA
DESCRICAO

Nomes comuns
Nomenclatura botanica

Camomila-vulgar;

Ffamilia botanica
Parte utilizada

Asteraceae

T AR TR TR T )

Lote 019

Analise 060813/01 e 4058
EXTRATO

DESCRICAO

Tintura
1:5 (20,00%p/V)

Fforma farmaceutica 2
Relacao Droga:Extrato:
Sclucao extrativa : Etanol 70sGL

Jperacao extrativa : Percolacao simples
~ada 10,00mL de Tintura de Camomila,

Camomila—alema
Matricaria chamomilla
Matricaria recutita

(Linnaeus)
(Linnaeus)

Capitulo floral seco e estabilizado

devem corresponder aos

~omponentes soluveis de 2,00g da materia—-prima seca.

ANALISE QUALITATIVA
SARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Ligquido limpido, pardofesverdeado,
sabor amargo e aromatico.

ESPECIFICACOES

RESULTADOS

de odor aromatico particular e com

aspecto Liguido-limpido Liguido-limpido

e Castanho-esverdeada Castanho-esverd.

Jder Aromatico Aromatico
Caracteristico Caracteristico

Sabox Amargo Amargo
Aromatico Aromatico

CARACTERIRT?CAS FISICO—QUIMICAS

oH 4 .50 a 6,50 5, 80

Densidade 0,870 a 0,980g/mL 0,910g/mL

SROSPECCAO FITOQUIMICA

Dleo essencial Presenca Presenca

Tlavonoides Presenca Presenca

Zumarinas Presenca Presenca

nifa bisabolols Presenca Presenca

azuleno Presenca Presenca

IESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60aGL a 70eGL Corresponde

zesiduo seco 1,00% a 6,00%p/V 5,89p/V

SESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

Thais Cardoso Pimenta
Farmacéutica Responsavel L.C.Q
CRF: SP 65.673

/é%f@i;;d/

o)

M.deSousa Pagina 1 de 2 Ely AR. Martins
‘Responsével Farmacéutica Responsavel Técnica
: 04235302 CRF: SP 974
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- CERTIFICADO DE ANALISE i

S TCAM
Cadigo do Produto: Nota Fiscal: \

_ TINTURA CAMOMILA
Nome Comerciat §QFrO@HOMATRICARIAE

Nome Ciengifiess 11, 3
Procedéncia: 09/2013 E : L
Data de Fabricacd®:/2018

®
Data de Validade: 7053 ~ (339 ELY MARTINS
Namero de Lote do Fabricante: Sua farmécia mais completa
Emissao:21/10/2013 = éwmméoie
Contagem total de: < o upcionameno
Bacterias aerobias VMP 10.06%UFC‘%%W Hg' Ausencia M5 1086021
Fungos VMP 1.000UFC/mL Ausencia
Leveduras VMP 1.000UFC/mL Ausencia

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

CATEGORIA. Materia-—-prima usada como intermediaria.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em frascos de vidro neutro, neutro, ambar, hermeticamente fechados,
protegidos do calor e da luz {158C a 252C) .

NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem &
aceitavel, desde que, a composicao do extrato vegetal, nao sofra
modificacoes significativas. F.B.V. Parte I, pagina 205.
REFERENCIAS )
Farmacopeia Brasileira guinta edicao. Parte 1 (15205 052251297
(5.2.17.3) 5 45:2:.219); (5-4.1.1)7 (5:-40731,2.2) 7 5.5.3.1:2) €
15.5:2:30+95) s

Farmacopeia Brasileira segunda edicao, pagina 814

Farmacopeia Homeopatica Brasileira, terceira edicao, pagina 204
(planta inteira florida) .

Farmacopeia Homeopatica Brasileira, terceira edicao (10.1.1.2) pg 56
Farmacopeia Brasileira, gquarta edicao. Parte II (13) .Drocga vegetal.
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento, Simoes, C.M.O et al.
CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL

CONFIRMAMOS QUE 0OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFCACAO DE COMPRA

/é%@jﬁ/

Pagina 2 de 2

Tha}s QaMoso Pir!\enta Harco Auréfd M. de Sousa Ely AR. Martins
Farmacéutica Responsave! L.C.Q Quimicg’Responsave! Farmacéutica Responsave! Técnici
CRF: SP 65.673 CRQ: 04235302 CRF: SP 874
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ANEXO 5: Laudo técnico da Tintura de Espinheira Santa

Codige do Produto:

Nome CientifiEASIL
Procedéncia: 09/2013
Data de Fabricagio:09/2018
Data de Validade:

Niumero de Lote do Fabricante:
Emissao:17/04/2014

Extrato vegetal

MATERIA-PRIMA
DESCRICAO

Nomes populares
Nomenclatura botanica
Familia botanica
Parte utilizada

Lote

Analises

EXTRATO

DESCRICAO

Forma farmaceutica J
Relacao Droga:Extrato
Solucao extrativa 3
Operacao extrativa =
Cada 10,00mL de Tintura
componentes soluveis de
ANALISE QUALITATIVA

ar es s

Aspecto
Cor
Odor
Sabor

pH

Densidade

PROSPECCAO FITOQUIMICA
Taninos
Flavonoides
Resinas

Saponinas
Alcaloides
Catequinas
Isocatequinas
TESTES DE PUREZA E
Titulo etanolico
Residuo seco

Contagem total de:
Bacterias aerobias

Thais Cardoso Pimenta
Farmacéutica Responsavel L.C.Q
CRF: SP 65.673

(Tintura)
Materia-prima usada como intermediargégﬁeii
Nao destinada ao isolamento de substancias’ puras

CERTIFICADO DE ANALISE

TINTURA ESPINHETRA-SanTal o Fiscal:

Nome Comercial dbB¥6dilgA MAYTENUS ILICIFOLIA

7048 =

27

Espinheira-santa; Espi
Maytenus ilicifolia {
Celastraceae

Folha seca

050

4006 e 010813/03

Tintura

1:5 (20,00%p/V)
Etanol 708GL
Percolacao simples
de Espinheira-santa.,

(:339)

nn

58127

ENFL

ELY MARTINS®
Sua farmécia mais completa

Autorizaggo de
Funcionamento
M.S.1.04.882-1

devem corresponder ao

2,00g da materia-prima seca.

ESPECIFICACOQOES

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Liguido limpido verde—-escuro,
caracteristico e de sabor suave,

Liguido limpido
Verde—amarelada
Caracteristico

Adstringente-suave
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

5,.00.a 6,50

0,870 a 0,980g/mL

Presenca
Presenca
Presenca
Presenca
Presenca
Rf 0,84 aprox.
Rf 0,64 aprox.

INTEGRIDADE

602GL a 70eGL
1,00% a 6,00%p/V

PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

VMP 10.000UFC/mL

/7

Marce Auréld M. de Sousa

Quimicg’Responsével
CRQ: 04235302

levemente amarelado,
levemente adstringente.

RESULTADOS
com odor

Lig. 1imog
Verde—amarela
Caract. Sabor
Corresponde

5,50
0,900g/mL

Presenca
FPresenca
Presenca
Presenca
Presenca
Corresponde
Corresponde

Corresponde

5,50%p/V

Ausencia

Ely AR. Martins

Farmacéutica Responsavel Técnica
CRF: SP 974

Pagina 1 de 2
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CERTIFICADO DE ANALISE . N

Cédigo do Produto: TINTURA ESPINHEIRA—SANTA . . \
FINCTURA MAYTENUS ILICTFOLIA | NotaFiscal

Nome Comercdidi&$e Froduto: . o

Nome Cientifico: 09/2013 >

Procedéncia: 09/2018 E R L

Data de Fabricagao: 7048 =5.(339) -

Data de Validade: : . : ELY MARTINS
Enbiipssre té L&A R Bdtticante: : Sua farmadia mais completa

& x Autorizagzo de
Fungos VMP 1.00§2§C/mL Ausencia Funcionamento
Leveduras VMP 1.0 € /L Ausencia M.S.1.04.882-1
EMBALAGEM E AMENTO: E X 3 ; ’
G ARMAZEN, O m frasco»§§@!;g;o neutro, ambar

hermeticamente fechado, ao abrigo do caldr e da lnz (152C a 258Q) .
REFERENCIAS

Farmacopeia Brasileira quinta edicao. Parte I (5.2.5); (5.2.12);
(5.2.17.14) ¢ (5.2.19) 2 (5.4, H.1)5 }5.4.3.2:2)% (5.5:3:1.2); (5.5.3.2.5)
Farmacopeia Brasileira quinta edicao. Parte II pagina 920.
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento. Simoes, C.M.O et al
Farmacopeia Homeopatica Brasileira terceira edicao (10.1.1.2) pag. 56
NOTA :

A formacao de leve sedimentacac durante o armazenamento, e aceitavel,
desde que, a composicao do extrato vegetal, nao sofra alteracoes
significativas. F.B.II. Parte I, pagina 205.

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria.

CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas (PRODUTC APROVADO)

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAO DE COMPRA

Pagina 2 de 2 %W

Thais Cardoso Pimentz Ely AR. Martins
Farmacéutica Responsével L.C.Q Farmacéutica Responsavel Técnica
CRF: SP 65.673 CRF: SP 974
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ANEXO 6: Laudo técnico da Tintura de Eucalipto

TINTURA EUCALYPTO

Nome Comercial dq Rrodylol pycaryPTUS GLOBULUS
Nome Cientificg;

Procedéncia: iL
o e b 4333

Data de Validade: -
Ntmero de Lote do Fabricante:

missaoc:06/08/2014

057 = (339)

ESCRICEO
‘ome comum
jateria—-prima

‘amilia Myrtaceae

‘arte utilizada Folha seca e estabilizada
XTRATO

JESCRICAO

‘orma farmaceutica < Tintura

ielacao Droga:Extrato: 1:5p/V (20,00%p/V)
jolucao extrativa : Etanol 708GL

yperacao extrativa . Percolacao simples

\NALISE QUALITATIVA ESPECIFICACOES
SARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

siguido limpido castanho—-esverdeado, com odor e
olhas.

ispecto Liquido-limpido

Zor Castanho—esverdeada
ddor Caracteristico forte
Caracteristico forte

saboxr

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

SH 4,50 a 6,50
Jensidade 0,870 a 0,980g/mL
SROSPECCAC FITOQUIMICA

Resinas Presenca

Taninos Presenca

Jleo essencial Presenca
Fflavonoides Presenca

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60sGL a 70&8GL
Residuo seco 1,00%p/V a 6,00%p/V
PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS
Contagem total de

Bacterias aerobia VvMP 10.000UFC/mL
Fungos VMP 1.000UFC/mL
Leveduras VMP 1.000UFC/mL

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

Thais Cardoso Pimenta Marco Auréffd M. de Sousa
Farmacéutica Responsave! L.C.Q Quimicg’Responsavel
CRF: SP 65.673 CRQ: 04235302

www.elym

.- n222

- Galpdo 2 - Parque Industri
. controle@elymartins.com.br.

CERTIFICADO DE ANALISE )

: S
Céaig(go Produto: TEus Nota Fiscal:

I-

1925

RESULTADOS

ELY]WARTH“S®
Suz farmécia mais completa

Autorizacdo de

sabor pronunciado das

Liquido-limpido

Castanho—-esv.

Caxract. forte
Garact. forte

55371
0,901g/mL

Presenca
Presenca
Presenca
Presenca

Corresponde
4,45p/V

Ausencia
Ausencia
Ausencia

CATEGORIA. Materia-pprima usada como intermediaria.

NOTZ. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem, €
aceitavel, desde gue, a composicao do Extrato vegetal, nao sofra
modificacoes significativas. F.B.V. Parte I, pagina 205.

Pagina 1 de 2

o/
Ely AR. Martins

Farmacéutica Responsével Técnica
CRF: SP 974
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CERTIFICADO DE ANALISE
! TEUC 61925
40 do Produto: Nota Fiscal:

y _ “TINTURA EUCALYPTO
ome Comercial 4o RFofiyt® £UCALYPTUS GLOBULUS

Nome Cientifiggns 11, E

Procedéncia:
Data de Fabricagéoié(/) éégé3

Data de Validade: ELY MARTINS ®

5 1057 - (33 G

Ntmero de Lote do Fabricante: (o0 Suz farmacia mais completa
Emissaoc:06/08/2014 F? QM?m@ode
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO i ,dgdcgj'ggg‘g

Em fraco de vidro neutro, ambar,
calor e da luz (15¢C a 252C) .
REFERENCIAS

EDbrIg8s CO

Farmacopeia Brasileira
SO Ly e ) P o 29 ;

Farmacopeia Brasileira
Farmacopeia Brasileira

Farmacognosia, Da Planta
Farmacopeia Homeopatica Brasil
CONCLUSAO. Os resultados analitic
citadas (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL
CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONF ORME ESPECIFICACAO DE COMPRA

Pagina 2 de 2 | %gfé

Thais Cardoso Pimenta i

A . Ely AR. Martins

Farmacéutica Responsavel L.C.Q Fannacéu{iza Responsavel Técnica
CRF: SP 65.673 CRF: SP 974

dustrial - CEF
ns.com.br

Rua Vereador Miguel Cur
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ANEXO 7: Laudo técnico da Tintura de Equinacea

P

- Cédigo do Produto: ™

TINTURA EQUINACEA

Nome Comercial go,frodii®: pouTNACEA PURPUREA L
Nome Cienti I

Procedéncia:

2014
Data de Fabricacag; g ? g 019
Data de Validade: 707
Namero de Lote do Fabricante:

Emissao:06/08/2014

o~
o]
m oo

|

Extrato vegetal
Materia-— Dr‘Pa v
Nao des
MATERIA-P
DESCRICAO

Nome popular
Nomenclatura botanica

[OINY)]

m

Equinacea ou Echinacea
Echinacea purpurea (L) Moench

Familia botanica Asteraceae

Parte utilizada : Planta inteira

Lote : 008

Analises : 3973 e 120713/02
EXTRATO .
DESCRICAO

Forma farmaceu
Relacao Droga

Solucac extrativ
Operacao extrati
Cada 10, 00mL de

tica
s ExcEaton
a o
va

Pﬂ*c0i¢cao 51ﬁpl

'iﬂthra de Egquinacea,

ANALISE QUALITATIVA ESPECIFICACOES
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

aromatico suave

Aspecto Liguido limpido

(Sloys Esverdeada ou.
Castanho—-esverdeada

Odor Aromatico
Caracteristice

Sabor Caracteristico

2 Agradavel '

CARACTERISTICAS FIS1CO-QUIMICAS

pPE 5,00 a 6,50

Densidade 0,870 a 0,980g/mL

PROSPECCAQO FITOQUIMICA

Flavonoides Presenca

Alcaloides Presenca

Oleo essencial Presenca

Equinacosideos Rf corresponde

Cinarina Rf corresponde

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60eGL a 70sGL
Residuo seco 1,00% a 6,00%p/V
TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Thais Cardoso Pimenta

is ( arco Auréid M. de Sousa
Farmacéutice Responsavel L.C.Q Quimicg’Responsave!
CRF: SP 65.673 CRQ: 04235302

- CERTEKDHXDDEANALBE
o

Pagina 1 de 2

631925

Nota Fiscal:

devem corresponder aos
compeonentes soluveis de 2, 00g da materia-prima seca.

RESULTADOS

Ligquido limpido verde-amarelado ou castanho-esverdeado, de odor
caracteristico e com sabor agradavel.

Lig. limpido
Esverdeada

Aromatico
Caracteristico
Caracteristico
Agradavel

5,98
0, 963g/mL

Presenca
Presenca
Presenca
Corresponde
Corresponde

Corresponde
1,50%p/V

Em\

ELYIWARTH“S
Suz fzrmédz mais complets
Admorizacso ce
Foncionamentc
WM.S.18£882-1

/é%’@ﬁ;/

Ely AR. Martins

Fammacéutica Responsave! Técnica

CRF: SP 974
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oy CERTIFICADO DE ANALISE
~6digo do F’rociu’co:izqu : v . : NoiaFiscal:§1925

TINTURA EQU INACEA

Nome Comercial do.Rrofifla: £OUINACEA PURPUREA L
Nome Cienti ST L

Procedéncia:
Boh S:ﬁg:gg%s /2913 ELY MARTINS ®
7 a
Niamero de Lote do Fabricante: 04> b2 Sua farmacia mais completa

Emissao:06/08/2014 :

Contagem total de microorganismos:

Bacterias aerobias VMP 10.000U0EC ia Ausencia
Fungos VMP 1.000U! Ausencia
Leveduras VMP Ausencia

Autorizagdo de
Funcionamento
M.S.1.04.882-1

EMBALAGEM E ARMAZENANZNIC. == frzscc 8 Viozo oeotTc
hermeticamente fechado, prcteg
NOTA. A formacao de ligeiro sedimencc Suz
aceitavel, desde gue, a composicao do ext ’;
alteracoes significativas. F.B.V. Parte I, pagin
REFERENCIAS

Farmacopeia Brasileira, guinta edicao. Partg“I, (5.2.5); (52127
(5.2.17.1) €5.2.19); (9.4.1.1)5 (5.4¢8.2.2)7% (5.5.8.1:2) 7 (5:5-31:9).
Farmacopeia Homeopatica Brasileira, terceira edicao, pagina 56
(10.1.1.2) e pagina 218.

Farmacopeia Francesa.

WHO Monographs on Selected Medicinal Plants.

Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento. Simoes, C.M.O et all
CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL.

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAO DE COMPRA

rstc

Pagina 2 de 2 { %%W

Thais Cardoso Pimenta Ely A.R. Martins
Fammacéutica Responséavel L.C.Q Quimica’Responsavel Farmacéutica Responsével Técnica
CRF: SP 65.673 CRO: 04236302 CRF: SP 474

:Ruai\'/érggdjof liguel Cury, n° 22 - Galpa Parque Indust CEP 14 140-000 Cravmhos sp
S e controle@e!ymamnscombr :
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ANEXO 8: Laudo técnico da Tintura de Mulungu

CERTIFICADO DE ANALISE
Cédige do Produto: bt Bissal 28127
TINTURA MULUNGU
Nome Comercial 6 ¥rddiRs: ERYTRINA MULUNGU
Nome Cientf]
Procedéncia: 98?;52;3
eea 7049 = 239) ELY MARTINS ®

- . Suz farmaci is completa
ote do Fa br;came: 3 cia ma pl

04/2 014

Némerc de
Emissao:17

Autorizagdo de
Funcionamento
Extrato vegetal .S.1.04.882-1
Materia-prima 1
nada
MATERIA-PRIMA
DESCRICAC

Nome popular :
Nomenclatura botanica: = T virir s

Familia botanica 2
Parte utilizada

baceza
Cortex sece

049

Lote H
: 4004 e

Analise
EXTRATO
DESCRICAC
Forma farmaceutica 1 Tintura

Relacaoc Droga:Extrato: 1:5 (20,00%p/V)
Solucao extrativa : Etanocl 708CGL
Operacao extrativa : Percolacao simples
Cada 10,00mL de Tintura de Mulungu,
soluveis de 2,00g da materia-prima seca.
ANALISE QUALITATIVA ESPECIFICACOES
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Liquido pardacento ou pardo—amarelado,
(lembra maresia)

020813702

e com sabor fracamente amargo.

Aspecto Ligquido-limpido
Cox Parda ou
Pardo—-amarelada
Odor Especial
Lembra maresia
Sabor Amargoc suave

CARACTERISTICAS FISICO—-QUIMICAS

P 5,008 6,50
Densidade 0,870 a 0,980g/mL
PROSPECCAO FITOQUIMICA

Alcaloides Presenca
Saponinas Presenca

Oleo essencial Presenca
Flavonoides Presenca

Taninos Presenca

Resina Presenca

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

Titulo etanolico 60sGL a 70sGL
Residuo seco -1,00% a 6,00%p/V

PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS
Contagem total de:

Thais Cardoso Pimenta Marco Auréffd M. de Sousa
Farmacéutica Responsavel L.C.Q Quimicg’Responsavel
CRF: SP 65.673 CRQ: 04235302

devem corresponder aos compcenentes

RESULTADOS

de odor especial desagradavel

Ligquido-limpido

Pardo-amarelada
Especial

Lembra maresia
Amargce suave

5,00
0,896 g/mL

Presenca
Presenca
Presenca
Presenca
Presenca
Presenca

Corresponde
2,46%p/V

Ely AR. Martins

Fammacéutica Responsével Técnica
CRF: SP 974

Pagina 1 de 2
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- CERTIFICADO DE ANALISE sg127 \ E

et : TINTURA MULUNGU il \

Cédigo do Produtel . ;pa ERYTRINA MULUNGU Wota Eecet :

NomeCome%ﬁﬁﬁgggygggé e

Nome Cientifico: £

At 09/2018 g

Procedéncia: 2049 339

Data de Fabricagdo: % gl ) iy ARTIN s®

Data de ? : : ek
Emm?o%? @gj &PBbricante: Stia fatmacia s complets

Autorizacdo de

Bacterias aerobias

Funcionamento
Fungos M.S.1.04.882-1
Leveduras
REFERENCIAS
Farmacopeia Brasileira
(S 2ed iy 2 05229 (54,08 (Baaes el s (O3 o ehaahil NRisales 257

Farmacopeia Homeopatic (O Ra
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento. Simoes, C.MO et
Farmacopeia Brasileira primeira edicao, paginas 592 e g4l
Farmacopeia Brasileira segunda edicao pagina 592

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.
CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO. Em frascos de vidro neutro, ambar, herme-—
ticamente fechados, ao abrige do calor e da luz (158C a 25C) .

NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante 'a armazenagem e
aceitavel, desde que, a composicao do extrato vegetal, nao sofra
modificacoes significativas. F.B. gquinta edicao, parte I, pagina 205.
CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas. (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAC DE COMPRZ

/
J
|
\ Pagina 2 de 2 %%W

Thais Cardoso Pimenta Marco Aurélid M. de Sousa Ely AR. Martins
Farmacéulica Responsave! L.C.Q Quimicg’Responsével Farmacéutica Responséve! Técnica
CRF: SP 65.673 CRQ: 04235302 CRF: SP 974
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ANEXO 9: Laudo técnico da Tintura de Tuia

g

Cédigo do Produto:

CERTIFICADO DE A%

TTHU

e : TINTURA TUIA
omercial ¢ Fradi#a’ THUYA OCCIDENTALIS L

Nome C'e"ﬂfgi&SIL
Procedéncia: 07/2014

Data de Fabricaga
Data de Validade: e

- iy
Niumero de Lote do Fabricante: e L

1:5p/V (20, 00%p/V)
Etanol 708GL
Percolacao simples

Relacao Droga:Extrato :
Solucao extrativa 2
Operacao extrativa 2

soluveis de 2,00g da materia-prima seca.
ANALISE QUALITATIVA ESPECIFICACOES
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Liguido limpido pardo-— esverdeado—-claro,

ALISE
Noia Fiscal:

651925 x

£LY MARTINS®
Sz f2amaca mals completa

Tmissao:06/08/2014 22 Atorzachs de
Funcionamento

ANALISE 160714/01 v MS sttt

Extrato vegetal (Tintura) JV$~£>¢

vMateria-prima usada como intermediaria.

Nao destinada ao isolamento dce substancias puras.

MATERIA-PRIMA

DESCRICAO

Nomes populares : Tuia; Cipreste; Pinheiro-do—-canada.

Nomenclatura botanica : Thuya occidentalis (Linnaeus)

Familia botanica : Cupressaceae

Parte utilizada . folha e ramos jovens SecoOS

Lote : 10/4 *

Analise . 031213/02

EXTRATO

DESCRICAQ

Forma farmaceutica Tintura

cada 10,00mL de Tintura de Tuia, devem corresponder aos componentes

RESULTADOS

com odor caracteristico e de

Titulo etanolico
Residuo seco

Contagem total de:
Bacterias aerobicas

Thais Cardoso Pimenta
Farmacéutica Responsavel L.C.Q
CRF: SP 65.673

sabor resinoso, picante, balsamico e canforaceo.

Aspecto Ligquido-limpido Liquido-limpido

Coxr Castanho-esverdeada Castanho-esverd.

odox Caracteristico Caracteristico

Sabor Resinoso Resinoso
Balsamicc Rezlsamico

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS 2o

pH ) 5,00 & 650 5,44

Densidade 0,870 a 0,980g/mL 0,8%1g/mL

PROSPECCAQO FITOQUIMICA

Resinas Presenca Presenca

Oleo essencial Presenca Presenca

Taninos Presenca Presenca

Glicosideos Presenca Presenca

c.c.B REfs 0,45/0,60/0,70/0,80 e 0,95 Correspondem

TESTES DE PUREZA E INTEGRIDADE

PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

602GL a 708GL Corresponde
1,00% a 6,00% p/V 5,85%p/V
vMP 10.000UFC/mL Ausencia

Ely AR. Martins

Farmacéutica Responsével Técnica
CRF: SP 974

Pagina 1 de 2
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CERTIFICADO DE ANALISE
Cédigo do Produtc:TTHU Nota Fiscal: g 5
TINTURA TUIA = \

Nome Comercial do Brqdif{@: tuya OCCIDENTALIS L (e

Nome Cienti = :
Procedénciaf:jgs(i&sIg_//2014 E@L \

Data de Fabrit:a(;é(b'_]/2019

Data de Validade: 2102 e ELY MARTINS®
Nimero de Lote do Fabricante: Sua farméda mais completa
Emissao:06/08/2014 Autorizaco de
Fungos ; ek menio
Leveduras M.ES.1¢

REFERENCIAS
Farmacopeia
(5.2:.27:2) }
(5:5:3u2:«5]) «
Farmacopeia Homeopatica Brasileira, texrceira edicao, -pagina 329.
Farmacognosia. Da Planta ao Medicamento. Simoes, C.M.O et al.
Farmacopeia Francesa.

EMPREGO OFICINAL. Em preparacoes farmaceuticas.

CATEGORIA. Materia-prima usada como intermediaria.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO. Em frascos de vidro neutro, ambar, *
hermeticamente fechados, ao abrigo do calor e da luz. (15¢C a 252C)
NOTA. A formacao de ligeiro sedimento durante a armazenagem e
aceitavel, desde que, 2 composicao do extrato vegetal, nao sofra
modificacoes significativas. F.B.V. Parte I pagina 205.

CONCLUSAO. Os resultados analiticos correspondem com as referencias
citadas. (PRODUTO APROVADO) .

COPIA FIEL DO CERTIFICADO ORIGINAL

CONFIRMAMOS QUE OS DADOS ACIMA ESTAO CONFORME ESPECIFICACAO DE COMPRA

(e

Pagina 2 de 2 % %W
Thais Cardose Pimenta

. is ¢ " : Ely A.R. Martins
EWBWCRF- I;;sggnﬁsgel LcQ Farmacéutica Responsavel Técnic:
¢ . CRF: SP 974

alpao 2 - Parque Industrial -

- confrole@elymartins.com.br

CEP:14.140-000 - Gravinhos -SP
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ANEXO 10: Laudo técnico do Oleo Essencial de Bergamota

tovia

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS

hutorizacao de Funcionamento M.S.: 1.05486-1

LTDA

CERTIFICADO DE ANALISES

OLEOQ ESSENCIAL BERGAMOTA 0.050

PRODUTO:

KG
FABRICANTE: AROMAX

" PAISDE L
2 1183

ORIGEM: BRASIL PROCEDENCIA: BRAS
LOTE: 140307200 LOTE INTERNQ: 048958
FABRICACAO: 06/03/2014 . VALIDADE: 06/03/2015
CAS: N/A
DCRB: N/A
DCL N/A
GRUPO: COSMETICO
T 4ENSAIOS REALIZADOS PELO FABRICANTE #
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Bl g.)SSO 2 0.862 g/cmii (20 0,854
Aparencia Limpido De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Sabor Caracteristico De acordo
Cor Incolor a amarelo Amarelo
Sensorial Conforme De acordo
Indice de refracao 1.464 a 1.476 (20 oC) 1.470
Observacao: Este lote foi fabricado conforme boas praticas de
fabrica- ¢

cao, livre de materiais estranhos.

REF BIBLIOGRAFICA:0O PRODUTO SEGUE ANALISE DO FABRICANTE.
ARMAZENAMENTO:MANTER HERMET. FECHADO / AO ABRIGO DA LUZ
CONCLUSAQ: APROVADO

e RUA LABATUT, 403 - IPIRANGA - CEP: 04214-000 - SA0 PAULO / SP

Ve

Vlsnenussdsncwww idfam

Farmacéutica - Responsave! CRF-SP: 30.263

I A assinatura ¢ valida somente quando 0 mesma estiver acompanhado da nota fiscal.
E importante manter esie certificado em seus arquivos para eventuais consultas. Dividas e informacdes complementares, favor contatar nossc Controle de Qualidade pelo telefone: (11) 2067-5713
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ANEXO 11:

Laudo técnico do Oleo Essencial de Citronela

j zm£§§§§
CERTIFICADO DE ANALISES

Autorizagao de Funcionamento 14.S.: 1.05486-1

¥
/

 PAG:

LOTE_INTERNO: 033148

ODUTO: 91-OLEQ DE CITRONELA
EE;EABRICANTE: 25.089
\BRICANTE: CASA SIENA

yIS DE ORIGEM: BRASIL

ROCEDENCIA: BRRASIL FABRICACAOM.: 01./2010 N.FISC: 13544
LIENTE: GRAL COM. PROD. FARM. E HOME VALIDADE. .. 01/2012 QTD: 0,500
A8 8000-29-1
ATA DE BNALISE: 01/02/2010
ENSAIOS REALIZADOS PELO FABRICANTE
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
aspecto Liguido De acordo
Cox Incolor a levemente amarelo De acordo
odox caracteristico De acordo

e Refracac{(20°C)
Densidade aparente
© golubilidade

Obs:Poderéd haver alte
nentes coloridos natu

ENSAIOS REALIZADOS PE
TESTES
Aparencia
Cor

odor
Densidade aparente
1.de refracao
solubilidade

1.455 a 1.475

Sol.
isoparafina,alcoo
mineral
ralao de cOr de acordo com O
ra|s

1 benzilico,

LA VIA FARMA-ORDEM DE FRAC
IF1CACOES

TONAMENTO :

ESPEC
Liguido .

Incolor a levemente amareladc
Ccaracteristico

0.820 & 0.990g/ml

1.455 a 1.475

sol.em palmitato de isopropila,isopa-

rafina,e oleo mineral

REF.BIBLIOGRAFICA:O PRODUTC SEGUE ANALISE DO FABRICANTE

(*) Os ensaios assina

lados foram realizados €m Laboratorio

O : EMBALAGEM FECHADA/AO

ABRIGO DA 1,UZ/LOCAL SECO

. ADV.SEGURANCA:NAO SE APLICA

ESTE DOCUMENTO E UMA CO
SE HOUVER DUVIDA ENTRE EM CONTATO

Karing Penies
Farmacéutica - Responsavel CRF-SP: 30.263

PIA DO ORIGINAL

artinho Renata Géza

Farmacéutica Responsavel pelo

lote/safxr

RESULTADOS!

e Al
0:872
De acordo '

dos compo

REFERENCIA
De acordo
Lev.amarel
|De acordo
0,874
1,473

pDe acorxdo

C/ NOSsSO DEPTO.TECNICO.

Yoo, .

Controle de Quaiidade CRF-SP: 34.899

As assinaturas 530 validas somente guando o mesmo estiver acompanhado da nota fiscal.

£ importante manter este certificado em seus arquivos para eventuas ¢on isultas. Diividas e informagdes complementares, favor contatar nossa
t . D g0t S,

farmacéutica do Controle de Qualidade pélo"leieione, (11) 2067-5713

B L S =

SH T
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ANEXO 12: Laudo técnico do Oleo Essencial de Lavanda

SM EMPREENDIMENTOS FARMACKUTICOS
LTDA

CERTIFICADO DE ANALISES

PRODUTO: OLEO ESSENCIAL LAVANDA 0.056 KG

FABRICANTE: AROMAX ]

PAIS DE ORIGEM: BRASIL = PROCEDENCIA: BRASIL
LOTE: 140102382 LOTE INTERNO: 048760
FABRICACAO:  23/01/2014 VALIDADE: 23/01/2¢16
CAS: N/A

DCB: N/A

BCI: N/A

GRUPO: COSMETICO

4 ENSATOS REALIZADOS PELO FABRICANTE #

TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Indice refracao 1.455 a 1,465 (20 gC) 1,458

Densidade 0,880 a 0,930 (20 #C) 0,883

Aspecto Limpido De acordo
Odor/ Sabor Caracteristico De acordo

Cor Incolor a amarelo Lev. amare
Sensorial Conforme padrao De acordo

Observacao: Este lote foi fabricado conforme boas praticas de fabrica-
cao, livre de materiais estranhos.

REF BIBLIOGRAFICA:0 PRODUTO SEGUE ANALISE DO FABRICANTE.
ARMAZENAMENTO:MANTER HERMET. FECHADO / AO ABRIGO DA LUZ
CONCLUSAQ: APROVADO

) RUA LABATUT, 403 - IPIRANGA - CEP: 04214-000 - SAOQ PAULO/SP

Visite n0550 Slfwmmm
sttt

Karina Pontes ]
Farmacéutica - Responsavel CRF-SP: 30.263

A assinatura € valida somente quando o mesmo estiver acompanhade da nota fiscal.
£ importante manter este certificado em seus arquivos para eventuais consultas. Dividas e informacdes complementares, favor contatar nosse Controle de Qualidade pelo telefone: (11) 20675713
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ANEXO 13: Laudo técnico do Oleo Essencial de Capim Santo

hutorizacao de Funcionamento #.5.: 1.05486-1

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS
LTDA

CERTIFICADO DE ANALISES
PRODUTO: OLEO ESSENCIAL LEMONGRASS 0.050'
KG
FABRICANTE: AROMAX
PAISDE =
- ORIGEM: BRASIL PROCEDENCIA: BRASIL
LOTE: 140205450 LOTE INTERNO: 048940
FABRICACAQ:  18/02/2014 VALIDADE: 18/02/2015
CAS: N/A
DCB: N/A
DCL N/A
GRUPO: COSMETICO
# ENSAIOS REALIZADOS PELQO FABRICANTE #
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Densidade 0,907 2 0,919 (20 ¢C) 0,919
Indice de refracao 1,413 a 1,425 (20 ¢C) 1,424
Aspecto Limpido De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Cor Levemente amarelo a amareio Am. claro
Sensorial Confomme padrao De acordo
Sabor Caracteristico De acordo

REF.BIBLIOGRAFICA:0 PRODUTO SEGUE ANALISE DO FABRICANTE.
ARMAZENAMENTO:MANTER HERMET. FECHADO / AO ABRIGO DA LUZ
CONCLUSAO: APROVADO

e RUA LABATUT, 403 - IPIRANGA - CEP: 04214-000 - SAO PAULO /SP

Visite nosso site www.viafanmanet.com.br

Karina Pontes Martinho
Farmacéutica - Responsave! CRF-SP; 30.263

A assinatura é vélida somente quando o mesmio estiver acompanhade da note fiscal.
nie manter este certificado em seus arquivos para i ltas, Dividas e informacd lementares, favor contatar nosso Controle de Qualidade pelo telefone: (11) 2067-5713

p
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ANEXO 14: Laudo técnico do Oleo Essencial de Gengibre

Neviat

SM EMPREENDIMEN‘TOS’*FARMACEUTIC OS

LTDA

CERTIFICADO DE ANALISES

PRODUTO: OLEQ ESSENCIAL GENGIBRE 0.050 KG
FABRICANTE: AROMAX
PAIS DE ORIGEM: BRASIL

LOTE: 140101588

FABRICACAO: 05/02/2014 VALIDADE:

CAS: N/A

DCB: N/A

DCL: N/A

GRUPO: COSMETICO

Rl #;ENSAIOS ilEALIZADOS PEiO F ABHCANTE #

TESTES ESPECIFICACOES

Densidade 0.828 - 0.840 (20 &C)

Indice de refracao 1.393 - 1.405 (20 oC)

Cor Amarelo claro a amarelo
€SCUro

Sensorial Conforme

Sabor Caracteristico

Odor Taracteristice

Aspecto fisico Limpido a turvo

Obs.: Este lote foi fabricado conforme as Boas Praticas de

Fabricacao

livre de materiais estranhos.

PROCEDENCIA: BRASIL
LOTE INTERNO: 048761

05/02/2016

RESULTADOS
0.828
1.396

Amar. clar

De acordo
e ubu'u.‘iu
De acordo
Lev. turvo

REFBIRLIOGRAFICA:O PRODUTO SEGUE ANALISE DO FABRICANTE.
ARMAZENAMENTO:MANTER HERMET. FECHADO / AO ABRIGODALUZ
CONCLUSAO: APROVADO

° RUA LABATUT, 403 - IPIRANGA - CEP: 04214-000 - SAO PAULO /SP

Visite nosso site www.viafarmanet.com.br
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ANEXO 15: Laudo técnico do Oleo Essencial de Melaleuca

( : CRIIROLE DEQUALIDARE Fermacéutica Responsdvel.
Vigiiancia Sanitaria BaEE R
CEVS 353870901-518-000001-1-6
M.S. 1.05.983-7

L T o s

‘Brotos e folhas " 0172016

"N&o houve - 01/2016
Melaleuca alternifolia '01/2013 " NA

inglaterra Lote de origem :TKPZIBOIIG

& cene

CAS

1{ Cor:  Levemente amarelado Odor : Caracteristico SabeCaracteristice

Especificacéo

Liquido oleoso De acordo ;-l-:u“i“f‘—d: De4a7? 5.5

* Ausente De acordo g A e b

" NA NA J De 0,85 & 0,95 @884 g/mL

“NA NA = NA NA

" NA NA ey NA NA

CNA NA mERIE NA NA
1-ldentificacéo por colorimetria

NA 2| i3 3 reqiso isivet

3-Cromatografiz por camadz delgada

e s e AT STy
TECAS MICROBIO

N
Anal lesuliado |
Ana :
Contagem padrio em placas : < 100ufc/g De acordo i
Rolores & jeveduras . <10 ufc/g De acordo
Cont e enterabach < 10 ufc/g De acordo
:Q t}! g , 2 “cl. \,\,»r 3el 5 Ausente De acordo
Escherichia coli {coliformes) ¢ Alicorita Pe Ao
+ ; .
Staphyiococcus aureus S Aiisprte Paacords
Pseudomonas asryginosas : Ausente De acordo
Saimoneifa sp i
— TEOR Dz PE N :
= = f o) 3 8% kil s 1-identificagdo por colorimetria
Especificagic Resuliade ¥iétodo utilizado = sy ! 0y
3-Cromatografia por camada deigada
4-Outros

CONCLUSAD DA ! Elain
Aprovado I

Q25

l

ALONSO, Jorge. Tratado de fitofarmacos y nutracéuticos. 1. ed. Rosario: Corpus
Libros, 2004.

CUNHA, A. Proenca et al. Plantas e produtos vegetais em cosmética e
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